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specifično veže na hitin in ščiti glivo pred razgradnjo z rastlinskimi 
hitinazami. Pokazali smo, da se rekombinantni protein VnaSSP4.2 veže na 
molekule PIP, kardiolipin in sulfatid, ki so opisani kot modulatorji imunskega 
odziva. 
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Outbreaks of a lethal type of Verticillium wilt of hops (Humulus lupulus L.) 
are reported yearly. This disease is caused by a phytopathogenic fungus 
Verticillium nonalfalfae (Vna) and presents in wilting, chlorosis, necrosis, and 
plant death. In order to successfully colonize its host, Vna secrets effector 
proteins, which protect the fungus and modulate the plant immune system or 
plant physiology. Understanding the function of candidate secreted effector 
proteins (CSEPs) and knowledge of host interacting molecules is a crucial 
contribution to development of effective strategies for pest control and can 
accelerate breeding of Vna resistant cultivars. In the presented doctoral thesis, 
we characterized candidate effector proteins VnaChtBP and VnaSSP4.2, 
which were selected based on previous studies. Using confocal microscopy, a 
nucleo-cytosolic subcellular localization was determined for both effectors 
expressed in model plant Nicotiana benthamiana. Infiltration of recombinant 
proteins to various plants did not confirm the hypothesis of VnaChtBP or 
VnaSSP4.2 involvement in PTI or ETI responses. We were able to show that 
the recombinant protein VnaSSP4.2 binds to PIP, cadiolipin and sulfatide 
molecules, all known modulators of plant immunity. We determined that the 
effector VnaChtBP binds specifically to chitin and protects the fungus from 
degradation by plant chitinases. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AD  aktivacijska domena (angl. activation domain) 
AFLP  dolžinski polimorfizem pomnoženih fragmentov (angl. amplified fragment 
length polymorphism) 
ATMT  transformacija s pomočjo Agrobacterium tumefaciens (angl. Agrobacterium 
tumefaciens mediated transformation)  
AK  aminokislina 
A. t.  Agrobacterium tumefaciens 
BD domena, ki se veže na DNA (angl. binding domain) 
CBM domena za vezavo hitina (angl. carbohydrate-binding module) 
CD  cirkularni dikroizem 
CE  Celeia, kultivar hmelja 
CSEPs kandidatni sekretorni efektorski proteini (angl. candidate secreted effector 
proteins) 
dpi  dnevi po okuževanju (angl. days post inoculation) 
ETI  z efektorji izzvana imunost (angl. effector-triggered immunity) 
FPLC  tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (komercialno ime 
sistema za ločevanje) (angl. fast protein liquid chromatography) 
GFP  zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent protein) 
GO  genska ontologija 
HR  preobčutljivostni odgovor (angl. hypersensitive response) 
HRP hrenova peroksidaza (angl. horseradish peroxidase) 
IP  invazijski vzorec (angl. invasion pattern) 
IPR receptor za prepoznavo invazijskih vzorcev (angl. invasion pattern 
receptors) 
IPTG Izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
ITC  izotermična titracijska kalorimetrija (angl. isothermal titration calorimetry) 
ITS analiza jedrnih nukleotidnih zaporedij regij ribosomskih genov (angl. 
internal transcribed spacer) 
LB gojišče Luria-Bertani  
LRR-RLP RLP bogati s ponovitvami levcina (angl. leucin rich repeat)  
MAP z mitogenom aktivirane protein kinaze (angl. mitogen-activated protein 
kinase) 
mRFP  monomerni rdeči fluorescenčni protein (angl. monomeric red fluorescent 
protein) 
Nb  Nicotiana benthamiana 
NLP  proteini podobni Nep1 (angl. Nep1-like protein) 
NLS signal za lokalizacijo v jedro (angl. nuclear localization signal) 
PAMP  s patogeni povezani molekularni vzorci (angl. pathogen associated 
molecular patterns) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)  
PIP  fosfatidil inozitol monofosfat (angl. phosphatidylinositol phosphate) 
PRR  receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev (angl. patern recognition 
receptors) 
PTI  s PAMP molekulami izzvana imunost (angl. PAMP-triggered immunity) 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
XIII 
 
qPCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (angl. quantitative polymerase 
chain reaction) 
RFP  rdeči fluorescenčni protein (angl. red fluorescent protein) 
RLP  receptorjem podobni proteini (angl. receptor-like proteins)  
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
SP  signalni peptid 
SPR  površinska plazmonska resonanca (angl. surface plasmon resonance) 
Va  Verticillium alfalfae 
Vaa  Verticillium albo-atrum 
Vd  Verticillium dahliae 
Vl  Verticillium longisporum 
Vna  Verticillium nonalfalfae 
WT  Wye Target, kultivar hmelja 
Y2H  kvasni dvohibridni sistem (angl. yeast-two-hybrid) 
YFP  rumeni fluorescenčni protein (angl. yellow fluorescent protein) 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
Leta 1997 smo v Sloveniji na hmelju (Humulus lupulus L.) prvič opazili letalno obliko 
bolezni verticilijske uvelosti, ki se odraža s simptomi venenja, kloroz, nekroz in 
propadom rastline (Radišek in sod., 2003). Bolezen povzroča fitopatogena gliva 
Verticillium nonalfalfae (Vna), ki v hmelj vstopi preko koreninskega sistema in se preko 
ksilema širi po rastlini. Edini poznani način zatiranja Vna je gojenje odpornih sort 
hmelja (Radišek in sod., 2006a). 
 
Gliva sproži v rastlini dve sinergistični poti, ki oblikujeta imunski odziv rastlin. Hitin v 
celični steni glive je molekulski vzorec (PAMP - angl. pathogen associated molecular 
pattern), ki ga rastline prepoznajo z izvenceličnimi membranskimi receptorji (PRR - 
angl. patern recognition receptors). To sproži splošni obrambni odziv rastline (PTI - 
angl. PAMP triggered immunity), ki vključuje: akumulacijo reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS - angl. reactive oxygen species), aktivacijo ionskih kanalov in specifičnih, z 
mitogenom aktiviranih protein kinaznih (MAP - angl. mitogen-activated protein kinase) 
kaskad, ter obsežno transkripcijsko reprogramiranje rastlinskih celic (Cui in sod., 2015). 
Vse to vodi do kopičenja protimikrobnih spojin, sprememb v sintezi fitohormonov in 
okrepitve celične stene rastlinskih celic. 
 
Za uspešno kolonizacijo rastline izločajo glive efektorske proteine, ki ščitijo pred 
obrambnim odzivom rastline, modulirajo njen imunski odziv ali vplivajo na fiziologijo 
rastline (Lo Presti in sod., 2015). Tipično za efektorje je, da se izražajo in planta na 
različnih stopnjah okužbe, njihovo izražanje pa je lahko odvisno od celičnega tipa in/ali 
organa, kjer se gliva nahaja. Poleg tega glivni efektorji običajno nimajo sekvenčne 
podobnosti z drugimi proteini, lahko pa so delno strukturno ohranjeni. Sekretorne glivne 
efektorje lahko rastline prepoznajo z ohranjenimi intracelularnimi nukleotid-vezavnimi, 
z levcinom bogatimi receptorji (NB-LRR - angl. nucleotide binding leucine-rich repeat), 
imenovanimi tudi R-proteini (rezistenčni proteini). Ta prepoznava je visoko specifična 
in lahko poteka direktno ali preko dodatnih pomožnih proteinov. Z efektorji sprožen 
imunski odgovor (ETI - angl. effector triggered immunity) pogosto vodi v lokalizirano 
smrt rastlinskih celic ali v preobčutljivostni odgovor (HR - angl. hypersensitive 
response) v odpornih rastlinah. 
 
Glivni efektorski proteini imajo običajno nizko ali skoraj nobene sekvenčne podobnosti 
z znanimi proteini, domenami in motivi. Posledično je naše razumevanje tega, kako 
prispevajo k pojavu in napredovanju bolezni, omejeno. V okviru doktorske disertacije 
smo okarakterizirati efektorja glive Vna, ki smo ju izbrali na osnovi predhodnih študij 
patogeneze z delecijskimi mutanti in na osnovi bioinformacijske analize. Preučili smo 
subcelično lokalizacijo v listih modelne rastline Nicotiana benthamiana (Nb). Funkcijo 
izbranih efektorjev smo dodatno preiskali z infiltracijo rekombinantnih proteinov v 
modelne rastline in s spremljanjem pojava preobčutljivostnega odziva, z iskanjem 
proteinskih rastlinskih interaktorjev z metodo kvasnega dvohibridnega sistema (Y2H -
angl. yeast-two-hybrid) in z biokemijskimi testi vezave tarčnih molekul. 
 
Razumevanje funkcije kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov (CSEPs - angl. 
candidate secreted effector proteins) v procesu okužbe rastline in poznavanje molekul 
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gostitelja, s katerimi določen CSEP interagira, je ključno pri načrtovanju novih strategij 
zatiranja verticiljske uvelosti in lahko pospeši žlahtnjenje kultivarjev hmelja odpornih 
na Vna. 
 
1.1 RAZISKOVALNI CILJI IN HIPOTEZE 
V okviru doktorske disertacije smo želeli okarakterizirali kandidatna sekretorna 
efektorska proteina (CSEPs) glive Verticillium nonalfalfae (Vna), izbrana na osnovi 
rezultatov predhodnjih analiz (Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 2016). Eden izmed 
izbranih CSEPs glive Vna ima predviden motiv CBM18 (Carbohydrate-Binding Module 
Family 18), ki naj bi vezal hitin. Domnevali smo, da, podobno kot Slp1 in Ecp6, ščiti 
glivo tako, da odstranjuje hitin in onemogoči s PAMP molekulami izzvano imunost 
(PTI). Pri drugem CSEP smo odkrili profil (Prosite PS51257) za možno vezavo na 
lipidne molekule. 
 
S konfokalno mikroskopijo smo želeli določiti subcelično lokalizacijo izbranih CSEPs v 
modelni rastlini Nicotiana benthamiana (Nb), saj smo predpostavljali, da bomo lahko z 
določitvijo subcelične lokalizacije CSEPs zmanjšali nabor bioloških procesov, v katere 
bi lahko bili udeleženi izbrani CSEPs (na primer lokalizacija v jedru in možna 
regulacija transkripcije). 
 
Predpostavili smo, da so v bakteriji Eschericha coli pripravljeni rekombinantni CSEPs 
primerni za izvedbo bioloških testov. Z infiltracijo rekombinantnih CSEPs v Nb smo 
želeli potrditi vlogo CSEPs v PTI ali v z efektorji izzvano imunost (ETI), in to s 
spremljanjem sproščanja ROS in alkalinizacije izvenceličnega pH, medtem ko smo z 
opazovanjem pojava preobčutljivostnega odgovora (HR) želeli odkriti specifičen ETI 
odziv (Silipo in sod., 2010). Poleg tega smo želeli za oba rekombinantna CSEPs 
preverili sposobnosti vezave na predvidene tarčne molekule. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 HMELJ 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je večletna dvodomna vzpenjalka iz družine Cannabaceae, 
ki se s pomočjo trihomov ovija v višino tudi preko 7 m (Neve, 1992). Daleč najbolj 
razširjena je uporaba hmeljnih storžkov, cvetov, ki zrastejo na ženskih rastlinah, in jih 
kot aromo ter konzervans uporabljajo v pivovarski industriji. Poleg pivovarske 
industrije se hmelj kot aditiv pojavlja tudi v kozmetični in farmacevtski industriji, 
potencial pa ima tudi kot konzervans pri pridelavi etanola ali kot antimikrobno sredstvo 
v živalski krmi (Heitefuss, 2009). Ženski cvetovi so cenjeni zaradi visoke vsebnosti 
sekundarnih metabolitov lupulinskih žlez, kot so hmeljne smole, alfa in beta kisline ter 
tanini in eterična olja. Hmelj je za Slovenijo pomembna gospodarska rastlina, ki smo jo 
v letu 2017 gojili na 1592 hektarjih kmetijskih površin in na njih pridelali 2021 ton 
hmelja (Zgorc in sod., 2017), od tega smo izvozili kar 90 % pridelka in prispevali k 3 % 
svetovne proizvodnje hmelja. 
 
2.2 VERTICILIJSKA UVELOST HMELJA 
Hmelj je primarni gostitelj fitopatogene glive Vna, ki povzroča bolezen imenovano 
verticilijska uvelost. Poleg hmelja, Vna okužuje tudi krompir (Solanum tuberosum), 
lucerno (Medicago sativa), navadno zeleno (Apium graveolens), paradižnik (Solanum 
lycopersicum), špinačo (Spinacia oleracea), vrste iz rodu Petunia in veliki pajsen 
(Ailanthus altissima) (Pegg in Brady, 2002; Rebbeck in sod., 2013). Gliva Vna v gostitelja 
vstopi preko koreninskega sistema in z različno uspešnostjo prodira preko korenin v 
steblo rastline. Posledica je venenje rastline, kloroze in nekroze, ki jim lahko sledi 
propad celotne rastline. 
 
Razvoj simptomov je odvisen od občutljivosti kultivarja hmelja, virulence glive in 
drugih vplivov iz okolja (Isaac  in  Keyworth, 1948; Sewell and Wilson, 1984). V 
okviru raziskav patogenosti Vna se v disertaciji osredotočamo na dva kultivarja hmelja: 
na Vna občutljivo sorto Celeia in na Vna odporno sorto Wye Target. Poleg različne 
občutljivosti kultivarjev pa pri verticilijski uvelosti hmelja ločujemo še dva patotipa 
glive Vna, blago in letalno obliko. 
 
Blaga oblika verticilijske uvelosti, ki jo povzroča patotip PV2, je bila na hmelju v 
Sloveniji prvič odkrita leta 1974. Odraža se v blagih simptomih, kot so venenje spodnjih 
listov in debeljenje ter pokanje hmeljnih trt. Kljub bolezenskim znakom rastline 
naslednje leto ponovno odženejo (Radišek in sod., 2006b). Pojav blage oblika 
verticilijske uvelosti je bil prvič zabeležen pred več kot 90 leti v Angliji (Harris, 1927), 
s podobno obliko pa se srečujejo tudi na Poljskem, v Belgiji, v Franciji, na Novi 
Zelandiji in v ZDA (Neve, 1992). 
 
Leta 1997 smo v Sloveniji na hmelju prvič opazili tudi letalno obliko bolezni 
verticilijske uvelosti (Dolinar in sod., 1999; Radišek in sod., 2003), ki jo povzroča 
letalni patotip (PV1). Širjenje okužbe je hitrejše in že po 2 do 3 tednih simptomi 
venenja zajamejo stranske poganjke, kar vodi v odpadanje listov in sušenje rastline. 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
4 
 
Zadebelitve trt pri okužbi z letalnim patotipom ne opazimo, prevajalno tkivo pa je 
zaradi delovanja rastlinskih oksidativnih obrambnih procesov na pogled izrazito 
porjavelo. Hmelj takim bolezenskim znakom ne uspe kljubovati in rastline do naslednje 
sezone propadejo. Pojav letalne oblike so v svetu prvič zabeležili leta 1933, ko je Vna 
popolnoma uničil nasade hmelja v JV delu Anglije (Isaac in Keyworth, 1948; Sewell in 
Wilson, 1984). Letalno obliko Vna so zabeležili v Nemčiji leta 2005, vrsto let po prvem 
pojavu v Angliji (Seefelder et al., 2009). Širjenje letalne oblike hmeljeve uvelosti je 
resna grožnja za proizvodnjo hmelja v Sloveniji in drugod po svetu. V Sloveniji se 
letalna oblika verticilijske uvelosti od prvega izbruha pojavlja vsako leto in je leta 2016 
prizadela 18 hmeljišč s skupno površino 46 ha (Radišek in sod., 2017), od tega so bile 
na novo odkrite okužbe pri 4 hmeljiščih (10 ha). Trend prizadetosti hmeljišč z obolelimi 
rastlinami z letalno obliko verticilijske uvelosti je prikazan na spodnjem grafu (Slika 1). 
Za obvladovanje bolezni še ni poznanih učinkovitih fitofarmacevtskih sredstev, edini 
poznani efektivni način boja proti Vna so fitosanitarni ukrepi: gojenje odpornih sort 
hmelja ali zamenjava posevkov na okuženih kmetijskih površinah z rastlinami, ki niso 
občutljive na Vna (Radišek in sod., 2006b). 
 
 
Slika 1: Prizadetost hmeljišč (ha) z obolelimi rastlinami z letalno obliko verticilijske uvelosti v 
Sloveniji med leti 1997 in 2016 (Radišek in sod., 2017) 
Figure 1: Hop gardens (ha) with lethal verticillium wilt damaged plants in Slovenia during the 
years 1997 and 2016 (Radišek in sod., 2017) 
 
2.3 GLIVA Verticillium nonalfalfae 
Rod Verticillium je bil prvič opisan že leta 1816, ko ga je mikolog Nees von Esenbeck 
poimenoval po značilnih vretenastih konidioforih (vreteno – lat. verticillus). Prva 
opisana patogena vrsta iz tega rodu je Verticillium albo-atrum (Vaa), ki sta ga leta 1879 
nemška znanstvenika Reinke in Berthold izolirala iz okuženih rastlin krompirja. 
 
Glive iz rodu Verticillium okužujejo preko 400 rastlinskih vrst (Radišek in Javornik, 
2011) in so ene izmed bolj razširjenih askomicetnih patogenov dvokaličnic (Engelhard, 
1957). Verticillium živi v ksilemu gostiteljske rastline, ki je bogat s fosfati, nitrati, 
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sulfati in kalcijem, kalijem, magnezijem ter manganom, primanjkuje pa mu 
aminokislinskih, ogljikovo-hidratnih in dušikovih hranilnih snovi (Pegg in Brady, 2002; 
Yadeta in J. Thomma, 2013). Z razraščanjem micelija po ksilemu gliva blokira prevodni 
sistem gostitelja, kar se odraža v bolezenskih simptomih verticilijske uvelosti: klorozah 
in nekrozah listov ter venenju rastline (Klosterman in sod., 2009). Vrste V. dahliae, 
V. longisporum in V. nonalfalfae, ki so sposobne oblikovati trajne strukture, povzročajo 
največje izpade pridelka, ki v primeru oljk in hmelja lahko prestavlja tudi popolno 
uničenje nasadov (Radišek in Javornik, 2011). 
 
 
Slika 2: Filogenetsko drevo rodu Vertilicillium izdelano na podlagi regij ITS (Inderbitzin in 
Subbarao, 2014) 
Z rdečim kvadratom je označena gliva Vna, ki jo preučujemo v tem doktorskem delu. 
Figure 2: Phylogenetic tree of the genus Verticillium according to ITS regions (Inderbitzin and 
Subbarao, 2014) 
Red square marks Vna, the fungus studied in this doctoral thesis. 
 
Morfološko so si glive iz rodu Verticillium zelo podobne, zato je bilo klasično 
določevanje vrst oteženo in je temeljilo tudi na razvrščanju v skupine vegetativne 
kompatibilnosti (Clarkson in Heale, 1985; Correll, 1988; Iglesias-Garcia in sod., 2013; 
Leslie, 1993). Uvedba molekularnih tehnik (analiza regije ITS, polimorfizmov dolžin 
restrikcijskih fragmentov (RFLP), analiza nukleotidnih zaporedij medgenskih 
vmesnikov (IGS), analiza naključno pomnožene polimorfne DNA (RAPD) in pristopi 
naslednje generacije določevanja nukleotidnih zaporedij (Bhat in Subbarao, 1999; 
Carder in Barbara, 1991; Collins in sod., 2003; Faino in sod., 2015; Koike, 2010; 
Radišek in sod., 2003; Typas in sod., 1992; Zare, 2003) je narekovala uvedbo novejše 
klasifikacije. Do leta 2011 je bila fitopatogena gliva Vna (Verticillium nonalfalfae), ki 
jo preučujemo v tem doktorskem delu, klasificirana kot Verticillium albo-atrum in 
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razdeljena na skupini Grp I ter Grp II. Grp I se je dodatno delila na dve podskupini, ki 
sta se ločevali po patogenosti do lucerne. Novejša klasifikacija (Inderbitzin in sod., 
2011), ki jo uporabljamo tudi v tem doktorskem delu, je ti podskupini določila kot 
samostojni vrsti: Verticillium nonalfalfae (Vna) in Verticillium alfalfae (Va). 
Razlikovanje med vrstama temelji na analizi jedrnih nukleotidnih zaporedij regij 
ribosomskih genov (ITS – angl. internal transcribed spacer) in štirih dodatnih lokusih 
(za elongacijski faktor 1-alfa, za aktin, za triptofan sintazo in gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenazo). Poleg molekularnih analiz upošteva klasifikacija po Inderbitzin 
(Inderbitzin in sod., 2011) tudi morfološke lastnosti in herbarijske ter literarne vire 
(Slika 2). Po trenutno veljavni klasifikaciji je rod Verticillium uvrščen v družino 
Plectosphaerellacae, red Hypocreales, podrazred Hypocreomycetidae, razred 
Sordariomycetes, poddeblo Pezizomycotina in deblo Ascomycota. 
 
Razmnoževanje gliv iz rodu Verticillium poteka nespolno in ga delimo na dormantno, 
biotrofno in nekrotrofno fazo (Fradin in Thomma, 2006; Pegg in Brady, 2002): 
 Dormantna faza: Namenjena je večletnemu preživetju v neugodnih razmerah. 
Na odmrlih ostankih gostiteljskih rastlin tvori gliva trajne organe, ki pričnejo s 
kalitvijo spor ob začetku nove vegetacijske dobe gostitelja. 
 Biotrofna faza: Iz kalečih trajnih struktur se razvijejo hife, ki preko 
poškodovanega koreninskega sistema vstopajo v gostiteljsko rastlino. Z 
razvojem micelija se tvorijo tudi konidiofori s konidiji, ki se vertikalno širijo po 
celotni rastlini. V tej fazi se zaradi razrasta micelija pojavi zamašitev rastlinskih 
žil in prva bolezenska znamenja veriticilijske uvelosti. 
 Nekrotrofna faza: Zaradi kolonizacije nastopi pri občutljivih rastlinah propad, 
gliva se iz ksilema razširi tudi v druga tkiva in prične s tvorbo trajnih organov 
ter preide v dormantno fazo. 
 
Glive iz rodu Verticillium sodijo v skupino gliv pri katerih ne poznamo spolnega 
razmnoževanja (Inderbitzin in sod., 2011; Seidl in Thomma, 2014). Do ustvarjanja 
novih kombinacij alelov torej ne pride klasično, z mejotično delitvijo, temveč so zanje 
odgovorne mutacije na nivoju nukleotidov in večje kromosomske preureditve. McGeary 
in Hastie (1982) sta s poskusi na glivi V. albo-atrum iz paradižnika dokazala obstoj 
paraseksualnega ciklusa, ki omogoča prenos regije specifične za patogenost iz 
patogenega v nepatogen izolat glive. 
 
2.4 IMUNSKI ODZIV PRI RASTLINAH IN VIRULENTNI DEJAVNIKI 
Efektorji so različne molekule, ki jih glive (in drugi organizmi) izločajo za uspešno 
kolonizacijo gostitelja. To so proteini, ki glivo ščitijo pred imunskim odzivom 
gostitelja, in/ali proteini, ki modulirajo imunski odziv ter vplivajo na gostiteljevo 
fiziologijo in s tem omogočijo kolonizacijo. Značilna lastnost efektorjev je izražanje in 
planta, ki je lahko odvisno tudi od rastlinskega organa, v katerem se gliva nahaja. 
 
S poznavanjem efektorjev lahko bolje razumemo interakcije med patogeni in rastlinami, 
mehanizme delovanja efektorskih molekul ter odkrijemo kandidatne proteine 
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gostiteljske rastline, ki so odgovorni za odpornost na patogena. Pridobljeno znanje 
lahko uporabimo pri žlahtnjenju novih odpornih kultivarjev in pri nadzoru bolezni. 
 
V boju proti fitopatogenom so rastline razvile različne strategije za prepoznavo in 
premagovanje škodljivih organizmov. V znanstvenem svetu se je od leta 2006 (Jones in 
Dangl, 2006) uveljavila teorija cik-cak modela, pri kateri se imunski obrambni odziv 
rastline deli na splošnega in specifičnega, ki se med seboj izmenjujeta (shematsko je 
delitev prikazana na sliki (Slika 3)). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz teorije splošnega in specifičnega obrambnega odziva rastline  
Figure 3: Schematic representation of PTI and ETI plant immune responses 
 
Ob prvem stiku s patogenom rastlina najprej odgovori s splošnim PTI odzivom (PTI - 
angl. PAMP triggerd immunity), pri katerem rastlina z receptorji za prepoznavo 
molekularnih vzorcev PRR (angl. pattern-recognition receptors) prepozna s patogeni 
povezane molekularne vzorce imenovane PAMP (angl. pathogen-associated molecular 
pattern) ali mikrobne ohranjene molekulske vzorce imenovane MAMP (angl. microbe-
associated molecular patterns) (Jones in Dangl, 2006). Gre za molekule, ki so se pri 
mikroorganizmih evolucijsko ohranile, saj tvorijo za življenje pomembne strukture. 
Primeri PAMP oz. MAMP molekul so hitin, hitozan, peptidoglikan, β-glukan, manan, 
LPS, flagelin in ksilanaza (Chisholm in sod., 2006; Desaki in sod., 2018). Poleg 
ohranjenih molekularnih vzorcev patogena, gostiteljske rastline zaznavajo tudi s 
poškodbo povezane molekulske vzorce imenovane DAMP (angl. damage-associated 
molecular patterns), ki izvirajo iz rastline in so posledica delovanja hidrolitičnih 
encimov patogena (Albert, 2013; Boller in Felix, 2009). 
 
PTI odziv rastlinskega imunskega sistema je hiter in vključuje (Dodds in Rathjen, 2010; 
Dong, 1998; Macho in Zipfel, 2014; Pitzschke in sod., 2009): 
 odebelitev celične stene, 
 sintezo lignina in suberina, 
 tvorbo kaloz in papil, 
 signalizacijo preko rastlinskih hormonov salicilne in jasmonske kisline, 
 sproščanje reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS – angl. reactive oxygen species), 
 aktivacijo obrambnih poti preko MAP kinaz, 
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 aktivacijo ionskih kanalov in spremembo izvenceličnega pH, 




o fitoaleksinov … 
 
Patogen, ki je prilagojen na kolonizacijo okužene rastline, z izločanjem efektorjev, 
svojevrstnih sekretornih molekul, uspešno zaobide primarni obrambni PTI odziv 
gostiteljske rastline (Berne in Javornik, 2016; Uma in sod., 2011). V tem primeru 
rastlina ponovno odgovori, a tokrat s specifičnim odzivom, ki ga imenujemo ETI (angl. 
effector triggered immunity) in je posledica specifičnega odziva rastline na efektorje 
posameznega patogena (Berne in Javornik, 2016; Bonardi in sod., 2012; Cesari in sod., 
2014; Cui in sod., 2015). Rastline jih prepoznajo z receptorjem podobnimi proteini 
imenovanimi RLP (angl. receptor-like proteins) in z LRR-RLP proteini bogatimi s 
ponovitvami levcina (angl. leucin rich repeat, LRR). Vezava efektorjev na te proteine je 
lahko direktna ali posredovana, v tem primeru so vanjo vpleteni še dodatni proteini 
(Dodds in Rathjen, 2010). 
 
ETI odziv rastlinskega imunskega sistema vključuje (Derksen in sod., 2013; Leitner in 
sod., 2009; Moore in sod., 2011; Shah, 2009; Yang in sod., 2013; Zhang in sod., 2011): 
 Lokalizirano celično smrt na območju zaznave efektorja, ki jo imenujemo 
preobčutljivostni odgovor, HR (angl. hypersensitive response), 
 signalizacijo preko rastlinskih hormonov salicilne, jasmonske kisline in 
dušikovega oksida, 
 aktivacijo sistemsko pridobljene odpornosti, 
 sintezo protimikrobnih molekul, 
 sintezo malih RNA molekul, kot so sRNA in miRNA, ki vplivajo na izločanje 
obrambnih proteinov. 
 
Znano je, da efektorske molekule različnih patogenov s podobno 3D strukturo vplivajo 
na imunski odziv rastline po podobnem principu (Misas-Villamil in van der Hoorn, 
2008). Na odziv rastlinskega imunskega sistema pa poleg 3D strukture efektorja 
vplivata tudi njegova količina ter čas kontakta z efektorjem (Doehlemann in 
Hemetsberger, 2013). 
 
Raziskave, ki so bile objavljene po uveljavitvi cik-cak modela (Jones in Dangl, 2006), 
so pokazale, da se nekateri rastlinski proteini na molekule patogena odzivajo z 
odgovorom, ki ga ni mogoče umestiti zgolj v PTI ali v ETI. Tako lahko nekatere 
MAMP molekule izzovejo HR, ki je značilen za prave efektorje, vpletene v ETI 
prepoznavo; nekateri efektorji pa sprožijo šibek, PTI podoben, imunski odziv (Thomma 
in sod., 2011). Cook in sod. so leta 2015 predlagali nov model razlage molekularnih 
interakcij patogen-rastlina in ga poimenovali invazijski model. Molekul ne delijo več na 
PAMP/MAMP/DAMP in na efektorje, temveč jih združujejo v enotno kategorijo 
invazijskih vzorcev IP (angl. invasion pattern), ki jih prepoznajo rastlinske receptorske 
molekule IPR (angl. invasion pattern receptors). Kljub temu, da teorija Cook in sod. 
(2015) ustrezneje opiše interakcije rastlina-patogen, se v širšem znanstvenem svetu še ni 
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uveljavila in tudi v strokovni literaturi po letu 2015 zasledimo starejše izrazoslovje cik-
cak modela, ki ga bomo uporabljali tudi tekom te doktorske disertacije. 
 
2.4.1 Lipidi v interakcijah mikrob-rastlina 
Med infekcijo rastlin s patogenimi organizmi igrajo pomembno vlogo tudi membranski 
lipidi in molekule, ki izvirajo iz lipidov (Luttgeharm in sod., 2016). Fosfolipidi, 
glikolipidi, sfingolipidi in sterolni lipidi so vpleteni v vzpostavitev membranskega 
stičišča med obema organizmoma. Poleg tega so molekule, ki izvirajo iz lipidov, 
vpletene v signalizacijo med rastlinskimi celicami, delujejo pa tudi kot komunikatorji 
med rastlino in mikrobom. Med signalne lipide prištevamo: fosfatidno kislino, diacil 
glicerol, lizofosfolipide, proste maščobne kisline apokarotenoidov in razgradne 
produkte sfingolipidov. Maščobne kisline so med drugim tudi prekurzorji jasmonske 
kisline in azealične kisline, ki sta pomembna regulatorja sistemsko pridobljene 
rezistence (Siebers in sod., 2016). 
 
Pri oomicetah in nekaterih glivah so proteini z RXLR in RXLR-podobnimi motivi 
([R/K/H]X[L/M/I/F/Y/W]X) sposobni samostojne translokacije v gostiteljske celice. 
Taki efektorji vežejo fosfolipide, natančneje fosfolipid inozitol-3-fosfat (PIP, angl. 
phosphatidylinositol phosphate) (Kale, 2012). Oomiceta Phytophthora infestans, ki 
okužuje krompir (Solanum tuberosum), vstopi v gostiteljske celice s pomočjo 
efektorskega proteina AVR3a. Efektor inhibira delovanje E3 ubikvitin ligaze CMPG1, 
ki je pomembna za imunski odziv gostitelja. Yaeno in sod. (2011) so s strukturnimi in 
funkcijskimi analizami ugotovili, da je AVR3a vključen v vezavo na PIP molekule. 
Mutacije proteina, ki so vplivale na sposobnost vezave, so izven RXLR motiva, a so 
kljub temu vplivale na inhibicijo E3 ubikvitin ligaze CMPG1. Avtorji so pokazali, da je 
vezava AVR3a na PIP molekule pomembna za znotrajcelično akumulacijo in zaviranje 
od CMPG1-odvisne rezistence gostitelja. 
 
Kardiolipin je pomemben fosfolipid mitohondrijskih membran, tako pri rastlinah, kot 
pri glivah in živalih. Poleg vloge kardiolipina v dihalni verigi so pri evkariontih 
kardiolipini vpleteni tudi v odgovor na stresne pogoje ter aktivacijo programirane 
celične smrti (de Paepe in sod., 2014). Konkretneje so pri modelni rastlini A. thaliana 
določili subcelično lokalizacijo kardiolipina za mitohondrijsko in primerjali odziv na 
stres pri rastlinah z delecijo proteina, potrebnega za sintezo kardiolipina. Pokazali so, da 
kardiolipin sodeluje pri odgovoru rastline na vročino in daljša obdobja brez svetlobe - 
stresni pogoji, ki sprožijo programirano celično smrt (Pan in sod., 2014). 
 
Druga pomembna skupina strukturnih in signalnih molekul vseh evkariontov so 
sfingolipidi. Pri rastlinah bioaktivni dolgoverižni sfingolipidi in ceramidi delujejo kot 
signalne molekule pri aktivaciji programirane celične smrti. Sfingolipidi so 
organizacijski in signalni elementi membranskega transporta, ki je povezan z 
obrambnim imunskim odzivom in predstavljajo strukturno podlago za sestavo in 
delovanje proteinov povezanih z imunostjo (Berkey in sod., 2012; Luttgeharm in sod., 
2016). 
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2.5 EFEKTORJI IN VIRULENTNI DEJAVNIKI PRI GLIVAH IZ RODU Verticillium 
Za uspešno kolonizacijo rastlin izločajo glive različne virulentne dejavnike. Mednje 
prištevamo (Berne in Javornik, 2016; Le Fevre in sod., 2014; Lo Presti in sod., 2015): 
 efektorje, 
 encime za razgradnjo rastlinske celične stene, 
 fitotoksine in drugi metabolite, ki vplivajo na rastlinske celične procese. 
 
Z besedo efektorji zajamemo vse sekretorne proteine, ki modulirajo imunski sistem 
gostiteljske rastline in/ali vplivajo na njeno fiziologijo in tako glivi omogočijo 
kolonizacijo gostitelja ter preskrbo s hranili (Lo Presti in sod., 2015). V splošnem velja, 
da so efektorji do 300 AK veliki sekretorni proteini, ki so bogati s cisteini in nimajo 
ortologov pri drugih vrstah (de Jonge, 2012; Sperschneider in sod., 2015). Efektorje 
delimo na (Doehlemann in Hemetsberger, 2013; Selin in sod., 2016): 
 Apoplastne, ki delujejo v apoplastu rastline in preprečujejo delovanje 
hidrolitičnih encimov in toksinov gostitelja. Prepoznajo jih lahko receptorji na 
površini rastlinskih celic; 
 Citoplazemske, ki se translocirajo iz apoplastnega prostora v rastlinsko celico 
kjer zavirajo delovanje obrambnih encimov, onemogočajo delovanje PRR, 
vplivajo na metabolizem, sintezo fitohormonov in zavirajo HR odziv. Okužene 
rastline jih lahko prepoznajo z znotrajceličnimi receptorji. 
 
Opredelitev, ali efektor spada med apoplastne ali med citoplazemske efektorje, je eden 
izmed ključnih podatkov, s katerimi prispevamo k opisu njegove funkcije. Lo Presti in 
sod. (2016) so zato razvili eksperimentalno metodo, kjer z uporabo BirA transgenih 
rastlin Arabidopsis thaliana in oznake AviTag razločimo v katero podskupino sodi 
preučevani efektor. Kljub objavljeni metodi je ostala potreba po hitrejšemu razločevanju 
apoplastnih in citoplazemskih efektorjev in Sperschnider in sod. (2018) so dve leti 
kasneje postavili javno dostopno spletno orodje ApoplastP, ki je namenjeno ravno 
predikciji apoplastne lokalizacije efektorjev. 
 
Encimi za razgradnjo rastlinske celične stene razkrajajo celulozo in pektin ter 
omogočijo glivam dostop do ogljikovih hidratov (Kubicek in sod., 2014). V različnih 
glivnih genomih je veliko genov, ki kodirajo encime za razgradnjo celične stene. V 
splošnem velja, da so bolj pogosti pri nekrotrofnih in hemibiotrofnih glivah, kot pri 
biotrofnih organizmih, ki se zaradi načina življenja izogibajo poškodbam tkiva 
gostiteljske rastline (Lo Presti in sod., 2015). 
 
Fitotoksini so značilni za nekrotrofne patogene (de Wit, 2016; Lo Presti in sod., 2015). 
To so lahko manjši peptidi ali sekundarni metaboliti z nizko molekulsko maso. Primeri 
toksinov glivnih patogenov so: aflatoksin, sterigmatocistin, fumonizin B1, sirodesmin, 
botridal, AF toksin in T-toksin C39. Fitopatogeni jih izločajo z namenom, da 
poškodujejo rastlinske celične stene in si s tem omogočijo dostop do z ogljikovimi 
hidrati bogatih hranil. Izločeni glivni toksini običajno sprožijo HR gostiteljskih rastlin 
ali celo vodijo v programirano celično smrt. Gre za splošen odziv rastlinskega 
imunskega sistema na patogene, ki ga nekrotrofne glive izkoristijo sebi v prid (Howlett, 
2006). 
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Večina raziskav o mehanizmu patogenosti iz rodu Verticillium je potekala na sorodni 
glivi Verticillium dahliae (Vd). Glivi Vna in Vd sta si morfološko zelo podobni, 
razlikujeta se samo po trajnih strukturah, ki jima omogočijo preživetje. Genoma obeh 
vrst sta sekvencirana in kažeta 91,5 % sekvenčno podobnost (Shi-Kunne in sod., 2018). 
Pri Vd so različne raziskovalne skupine že pred dobrim desetletjem potrdile kar nekaj 
genov, ki sodelujejo pri patogenezi (Dobinson in sod., 2004; Klimes in sod., 2008; 
Klimes in Dobinson, 2006; Klosterman in sod., 2011; Rauyaree in sod., 2005). 
 
Pri glivi Vd so do sedaj odkrili in opisali naslednje virulentne dejavnike: 
 Kinaza VdPKAC1, ki je vpletena v sintezo etilena in sporulacijo (Tzima in sod., 
2010), in kinaza VMK1, ki je povezana z razvojem mikrosklerocijev (Rauyaree 
in sod., 2005). 
 Sekretorni efektorski protein Ave1 (de Jonge in sod., 2012), ki je podrobneje 
opisan v nadaljevanju tega poglavja. 
 Encime: VdEG1, ki razgrajuje celulozo (Maruthachalam in sod., 2011); 
VdPR3, ki razgrajuje škrob in celulozo (Zhang in sod., 2015); VdSSP1, ki 
razgrajuje škrob in pektin (Liu in sod., 2013). 
 Encime, ki vplivajo na imunski odziv rastline: izohorizmataza VdIsc1( Liu T. in 
sod., 2014); VdThi4, ki je vpleten v sintezo tiamina (Hoppenau in sod., 2014). 
 Z virulenco povezan protein VdMsb (Tian in sod., 2014), ki je pri Vd odgovoren 
za oblikovanje konidijev. 
 Transkripcijska faktorja: VdSGE1, ki je povezan s sporulacijo (Santhanam in 
Thomma, 2013), in Vta2, ki je povezan z razvojem mikrosklerocijev (Tran in 
sod., 2014). 
 Sekretorni protein PevD1, ki inducira preobčutljivostni odgovor in nekrozo pri 
bombažu in tobaku (Bu in sod., 2014; Liu W. in sod., 2014; Wang in sod., 2012; 
Zhang in sod., 2019). 
 Sekretorni protein Vd2LysM, ki rastlini preprečuje zaznavo PAMP molekul 
hitina (Kombrink in sod., 2017). Podrobneje je mehanizem delovanja Vd2LysM 
predstavljen v poglavju 2.6.4. 
 Protein s signalom za lokalizacijo v jedro (NLS - angl. nuclear localization 
signal) VdSCP7, ki aktivira sintezo signalnih molekul (Zhang L. in sod., 2017). 
 Fitotoksin VdCP1, ki pri rastlini sproži akumulacijo ROS in produkcijo salicilne 
kisline (Zhang Y. in sod., 2017). 
 Efektor VdSCP41, ki inhibitorno vpliva na rastlinske transkripcijske faktorje 
(Qin in sod., 2018). 
 
Za sekretorni efektorski protein Ave1, ki ga izloča gliva Vd rasa 1, so določili tudi 
rastlinski receptorski protein LLR-RLP Ve1, ki v sortah paradižnika z Ve1 genom 
sproži imunski odziv (de Jonge in sod., 2012). Interakcija med Ave1 in Ve1 povzroči 
signalizacijsko kaskado, ki vodi v specifičen imunski odziv. V celotno signalizacijsko 
kaskado so poleg Ve1 vpleteni še receptorju podobni kinazi SOBIR1/EVR in RLK 
BIR1, ki interagira s SERK2/BAK1, kinaza MEK2, geni povezani z občutljivostjo na 
bolezni EDS1 in NRD1, gen CRC1 in gen ACIF1 (de Jonge in sod., 2012; Fradin in 
sod., 2009; Liebrand in sod., 2013; Luo in sod., 2014; Song in sod., 2018; Zhang in 
sod., 2013). 
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Pri glivi Verticillium longisporum (Vl) so do sedaj odkrili in opisali naslednje virulentne 
dejavnike: 
 Horizmat sintazo Vlaro2, ki omogoča rast v slabših hranilnih pogojih ksilema 
(Singh in sod., 2010). 
 Peroksidazo VlCPEA, ki modulura ROS rastline (Singh in sod., 2012). 
 Transkripcijski faktor Cpc1, ki omogoča rast v slabših hranilnih pogojih ksilema 
(Timpner in sod., 2013). 
 
2.5.1 Virulentni dejavniki glive Verticillium nonalfalfae 
V okviru naše programske skupine (P4-0077 Kmetijske rastline - genetika in sodobne 
tehnologije) že dlje časa preučujemo patogenost Vna in molekularne ter celične 
mehanizme odpornosti hmelja na verticilijsko uvelost. V slovenskih hmeljiščih smo 
identificirali dve vrsti izolatov Vna, ki imata, kljub enaki morfologiji, različno 
virulenco. Pri iskanju specifičnih virulenčnih faktorjev letalnega seva smo določili 
celotno genomsko zaporedje treh blagih in treh letalnih sevov Vna (Jakše in sod., 2018) 
in določili in planta ter in vitro izražene glivne proteine (Flajšman in sod., 2016; 
Mandelc in sod., 2013; Mandelc in Javornik, 2015). Z bioinformacijsko analizo na 
platformi GenCloud smo določili 263 CSEPS glive Vna in podrobneje preučili 44 
najbolje uvrščenih CSEPs in odkrili več takih, ki kažejo močno povišano izražanje in 
planta (Marton in sod., 2018). 
 
Pregled do sedaj objavljenih znanstvenih člankov pokaže, da so pri glivi Vna odkrili in 
potrdili 3 sekretorne proteine, ki so povezani z virulenco: 
 lignin peroksidaza VnaPRX1.1277 (Flajšman in sod., 2016), 
 mali sekretorni protein VnaSSP4.2 (Flajšman in sod., 2016), 
 LaeA podoben protein VnaUn.279 (Marton in sod., 2018). 
 
Poleg zgornjih treh efektorjev, pa sta se v sklopu svojih doktorskih disertacij Flajšman 
(2016) in Marton (2018) posvetila tudi drugim kandidatnim proteinom, ki bi lahko imeli 
funkcijo efektorja. 
 
Flajšman (2016) je kandidatne efektorje glive Vna izbiral na podlagi predhodnih 
raziskav naše programske skupine. Za funkcijsko analizo je izbral 16 kandidatnih 
genov, pripravil njihove delecijske mutante in v testih umetnega okuževanja hmelja 
preveril njihovo virulenco. Delecijske mutante je uspešno pripravil za kandidatne gene 
VnaPRX1.277, VnaSSP4.2, VnaCBD8.213, VnaHYPO7.546, Vna4gUn.245, Vna5g9, 
Vna6g4.792, Vna8gUn.246, Vna9gUn.496, Vna10g4.803, Vna11g4.791 in 
Vna12gUn.279. Ugotovil je, da se je virulenca povečala v primeru delecije gena 
Vna9gUn.496 in VnaHYPO7.546, zmanjšala pa pri deleciji genov VnaPRX1.277, 
VnaSSP4.2, Vna4gUn.245, Vna5g9, Vna6g4.792 in Vna12gUn.279. Ostali preučevani 
kandidatni geni niso imeli statistično značilnega vpliva na virulenco Vna pri poskusih 
okuževanja hmelja. Rezultati vseh analiz za gena VnaPRX1.277 in VnaSSP4.2 so 
podrobneje opisani v naslednjih poglavjih. 
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Marton (2018) je pripravila več delecijskih mutantov glive Vna in preverila vpliv 
delecije posameznih efektorjev na patogenezo pri okuževanju hmelja. S kombinacijo 
bioinformacijskega pristopa in validacije izražanja in planta s kvantitativnim PCR je 
izbrala naslednje kandidatne gene: Vna1.595, Vna5.694, Vna7.443, Vna8.133 in 
Vna8.691. Delecijski mutant z izbitim genom Vna1.595 je v poskusih okuževanja 
hmelja izkazoval zakasnelo virulenco v primerjavi z virulenco divjega tipa. Delecijski 
mutant Vna8.691 pa je izkazoval povečano virulenco, kar nakazuje, da je Vna8.691 
kandidat za avirulentni efektor. Ostali delecijski mutanti, ki jih je Marton (2018) 
pripravila v okviru svoje doktorske naloge, niso izkazovali razlik v virulenci v 
primerjavi z virulenco divjega tipa glive. 
2.5.1.1 Lignin peroksidaza VnaPRX1.1277 
Lignin peroksidazo VnaPRX1.1277 so Flajšman in sod. (2016) določili s proteomsko 
analizo vzorcev ksilemskega soka, ki je bil ekstrahiran iz hmelja sorte CE, okuženega z 




Slika 4: Nivo izražanja genov VnaPRX1.1277 in VnaSSP4.2 v steblih okuženih rastlin hmelja CE v 
časovnih točkah 6, 12, 18 in 30 dpi (Flajšman in sod., 2016) 
Figure 4: Expression levels of VnaPRX1.1277 and VnaSSP4.2 genes in the stems of infected hop 
cultivar CE at time points 6, 12, 18 and 30 dpi (Flajšman in sod., 2016) 
 
S kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (qPCR - angl. quantitative polymerase 
chain reaction) so spremljali izražanje gena VnaPRX1.1277 v vzorcih hmelja okuženega 
z letalnim patotipom Vna. Uporabili so vzorce stebla na Vna občutljive sorte hmelja CE, 
ki so jih pridobili v različnih časovnih točkah: 6, 12, 18 in 30 dni po okuževanju (dpi – 
angl. days post inoculation) z glivo. Opazili so, da izražanje gena VnaPRX1.1277 tekom 
okužbe narašča in doseže najvišjo raven pri 18 dpi, nato pa pri 30 dpi rahlo upade (Slika 
4). Visoko izražanje gena in planta in povečevanje količine transkripta tekom okužbe 
sta dva izmed pogojev, ki ga mora molekula zadostiti, da jo lahko uvrstimo med 
efektorje (de Jonge, 2012; de Jonge in sod., 2011). Avtorjev raziskave vzorec izražanja 
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gena VnaPRX1.1277 ni presenetil, saj so protein VnaPRX1.1277, ki je produkt tega 
gena, odkrili v vzorcih ksilemskega soka, pridobljenega iz 30 dni okuženih rastlin. 
 
Flajšman in sod. (2016) so s transformacijo s pomočjo Agrobacterium tumefaciens 
(ATMT - angl. A. tumefaciens mediated transformation) iz letalnega patotipa Vna 
(Flajšman in sod., 2018) izbili gen VnaPRX1.1277. Poskusi okuževanja hmelja z 
delecijskim mutantom so pokazali, da je bolezen napredovala počasneje kot pri hmelju, 
okuženem z divjim tipom (Slika 5). Raziskavo vpletenosti VnaPRX1.1277 v virulenco 
Vna so dodatno podkrepili s pripravo komplementov delecijskih mutantov. V glivo z 
izbitim genom VnaPRX1.1277 so ponovno vstavili gen VnaPRX1.1277 in tako glivo 
ponovno uporabili v testih okuževanja hmelja. Izkazalo se je, da komplementacija 
delecijskega mutanta z VnaPRX1.1277 popolnoma povrne virulenco glive Vna na raven 
virulence divjega tipa. S tem so nedvoumno dokazali, da je VnaPRX1.1277 virulentni 
dejavnik glive Vna. 
 
Prisotnost gena VnaPRX1.1277 so Flajšman in sod. (2016) preverili v 91 različnih 
izolatih glive Verticillium. Ugotovili so, da so homologi VnaPRX1.1277 prisotni v vseh 
izolatih Vna in Va, v 30 % izolatov Vd, homologov pa niso odkrili pri Vaa, V. tricorpus, 
V. isaacii, V. nubilum in Gibellulopsis nigrescens (predhodno imenovan V. nigrescens). 
Prevedena proteinska zaporedja izoliranih fragmentov niso pokazala variabilnosti 
znotraj vrst. 
 
2.5.1.2 Mali sekretorni protein VnaSSP4.2 
Prav tako, kot VnaPRX1.1277, so z uporabo proteomskega pristopa določili tudi mali 
sekretorni protein VnaSSP4.2 (Flajšman in sod., 2016) v ksilemskem soku rastlin 
hmelja, okuženih z Vna, in študijo dopolnili s testi patogenosti glivnih mutantov. 
VnaSSP4.2 so kot kandidatni efektorski protein (CSEPs – angl. candidate secreated 
effector protein) določili tudi Marton in sod. (2018), ki so z bioinformacijskim 
pristopom analizirali predviden sekretom glive Vna in v njem iskali zanimive CSEPs. 
 
Izražanje gena VnaSSP4.2 v vzorcih hmelja, okuženega z divjim letalnim patotipom 
Vna, so spremljali s qPCR v vzorcih stebel hmelja sorte CE v različnih časovnih točkah: 
6, 12, 18 in 30 dpi. Opazili so podoben vzorec izražanja kot pri genu VnaPRX1.1277, 
izražanje VnaSSP4.2 tekom okužbe narašča in doseže najvišjo raven pri časovni točki 
18 dpi, nato pa pri 30 dpi rahlo upade (Slika 4). S temi rezultati so avtorji študije 
nakazali, da bi lahko VnaSSP4.2 uvrstili med efektorje, saj se količina transkripta 
povečuje tekom okužbe (de Jonge, 2012; de Jonge in sod., 2011). Podobne rezultate so 
pridobili tudi Marton in sod. (2018), ki so s qPCR v časovnih točkah 6, 12 in 18 dpi 
analizirali izražanje gena VnaSSP4.2 v koreninah in steblih pri na Vna občutljivem 
kultivarju CE in pri odpornem kultivarju WT. Ugotovili so, da je največja količina 
transkripta VnaSSP4.2 v steblih občutljivega kultivarja CE. Zanimivo je, da se v steblih 
in koreninah odpornega kultivarja VnaSSP4.2 izraža v zanemarljivi količini. 
 
Flajšman in sod. (2016) so z ATMT (Flajšman in sod., 2018) iz letalnega patotipa Vna 
izbili gen VnaSSP4.2 in s poskusi okuževanja hmelja z delecijskim mutantom pokazali, 
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da je virulenca mutanta nižja v primerjavi z virulenco divjega tipa (Slika 5). Tudi za gen 
VnaSSP4.2 so pripravili komplemente delecijskih mutantov, ki so pokazali popolno 
povrnitev virulence glive Vna na nivo virulence divjega tipa. Zaključili so, da je tudi 
VnaSSP4.2 virulentni dejavnik glive Vna. 
 
 
Slika 5: Rezultati poskusov okuževanja hmelja CE z delecijskimi mutanti VnaPRX1.11277 in 
VnaSSP4.2 ter s komplementi (comp) in primerjava z neokuženo rastlino CE ter z rastlino CE 
okuženo z divjim tipom glive Vna izolat T2 (Flajšman, 2016) 
Rastline so bile fotografirane v časovni točki 31 dpi. 
Figure 5: Results of the pathogenicity experiments on hop cultivar CE using deletion mutants of 
VnaPRX1.11277 and VnaSSP4.2 and their complements (comp) with the comparison to mock 
inoculation and wild type inoculations using Vna isolate T2 (Flajšman, 2016) 
The photos were taken on 31 dpi. 
 
Flajšman in sod. (2016) so prisotnost in potencialne polimorfizme gena VnaSSP4.2 
analizirali v 88 različnih izolatih glive Verticillium. Gen so uspešno pomnožili pri vseh 
Vna in Va izolatih ter pri večini Vd izolatov. Do pomnoževanja ni prišlo pri vrstah Vaa, 
V. longisporum, V. tricorpus, V. isaacii, V. nubilum in G. nigrescens (predhodno 
imenovan V. nigrescens). Nukleotidna zaporedja pomnožkov gliv Vna, Va in Vd niso 
pokazala variabilnosti. Flajšman (2016) navaja, da homologov VnaSSP4.2 izven rodu 
Verticillium ni. Protein primerja s proteinoma Six2 in Six3, ki so jih na 2D elektroforezi 
ksilemskega soka paradižnika, okuženega s Fusarium oxysporum, določili pri podobni 
masni poziciji in podobni izoelektrični točki (Houterman in sod., 2007). Six3 je prav 
tako, kot VnaSSP4.2, majhen (15,7 kDa) bazičen sekretoren protein z dvema 
cisteinskima ostankoma in s potrjeno vpletenostjo v virulenco glive (Houterman in sod., 
2009). Kljub podobni molekulski masi, sestavi in vpletenosti v patogenezo pa se 
aminokislinska zaporedja proteinov ne ujemajo. 
 
2.5.1.3 LaeA podoben protein VnaUn.279 
Marton in sod. (2018) so združili predhodne raziskave programske skupine P4-0077 
Kmetijske rastline - genetika in sodobne tehnologije in v podatkovno bazo integrirali 
genomske, transkriptomske in proteomske podatke, pridobljene tekom vrste let 
raziskav. Iz 9269 anotiranih genskih modelov Vna so z in silico pristopom identificirali 
944 sekretornih proteinov in encimov, ki so ključni za hemibiotrofen življenjski stil 
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glive. V nadaljnjem delu so v sekretomu določili 263 CSEPs, jih rangirali in s qPCR 
določili profile izražanja kar 44 CSEPs. 
 
 
Slika 6: Nivo izražanja gena VnaUn.279 v koreninah in steblih okuženih rastlin hmelja CE in WT v 
časovnih točkah 6, 12 in 18 dpi (Marton in sod., 2018) 
Legenda: RVI: relativna vrednost izražanja 
Figure 6: Level of expression of VnaUn.279 gene in the roots and shoots of infected hop cultivars 
CE and WT at the time points 6, 12 and 18 dpi (Marton in sod., 2018) 
Legend: RVI: fold change 
 
Med 44 kandidati je bil tudi VnaUn.279, ki je specifičen za letalni patotip glive Vna in 
ima zanimiv profil izražanja (Slika 6), ki nekoliko spominja na profil izražanja 
VnaPRX1.1277 in VnaSSP4.2 (Flajšman in sod., 2016). Izražanje je bilo najvišje v 
zadnji vzorčeni časovni točki (18 dpi), neodvisno od vrste vzorčenega tkiva. Podobno, 
kot pri genu VnaSSP4.2, je izražanje gena VnaUn.279 v steblih in koreninah 
rezistentnega kultivarja WT zanemarljiva v primerjavi z izražanjem v občutljivem 
kultivarju CE. Protein VnaUn.279 je podoben proteinu LaeA glive Aspergillus 
fumigatus, ki ga podatkovna baza PHI uvršča v kategorijo »Zmanjšana virulenca« 
(Marton, 2018). 
 
Marton in sod. (2018) so z ATMT (Flajšman in sod., 2018) iz letalnega patotipa Vna 
izbili gen VnaUn.279 in s poskusi okuževanja hmelja z delecijskim mutantom pokazali, 
da je virulenca mutanta močno znižana v primerjavi z virulenco divjega tipa (Slika 7). 
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Slika 7: Rezultati poskusov okuževanja hmelja CE z delecijskimi mutanti VnaUn.279 in primerjava 
z neokuženo rastlino CE ter z rastlino CE okuženo z divjim tipom glive Vna izolat T2. (Marton in 
sod., 2018) 
Rastline so bile fotografirane v časovni točki 31 dpi. 
Figure 7: Results of the pathogenicity experiments on hop cultivar CE using deletion mutants of 
VnaUn.279 and comparison to the mock inoculation and wild type inoculations using Vna isolate T2 
(Marton in sod., 2018) 
The photos were taken on 31 dpi. 
 
2.6 PRISTOPI KARAKTERIZACIJE EFEKTORSKIH MOLEKUL 
S poznavanjem genoma patogenega organizma in z naprednimi bioinformacijskimi 
analizami je možno pridobiti veliko število CSEPs. Vse pristope za preučevanje 
kandidatnih efektorjev in identifikacijo rezistenčnih R genov imenujemo z enotno 
besedo  efektoromika (Bozkurt in sod., 2012; Du in Vleeshouwers, 2014; Petre in sod., 
2015b; Vleeshouwers in sod., 2011). Kot primer takega uspešnega pristopa lahko 
navedemo študijo Marton in sod. (2018), v kateri so z bioinformacijsko analizo 
identificirali kar 263 CSEPs glive Vna. Poleg testov patogenosti, ki so jih za izbrane 
CSEPs izvedli Marton in sod. (2018), je funkcionalna karakterizacija CSEPs ključna za 
razumevanje njihove vloge pri interakcijah med patogenim organizmom in gostiteljsko 
rastlino. 
 
Raziskovalci na področju efektoromike se poslužujejo izražanja rekombinantnih 
efektorjev v celicah modelnih organizmov (Petre in sod., 2015b). Tak pristop je 
najpogostejši pri študijah subcelične lokalizacije in planta, kjer za potrebe konfokalne 
mikroskopije preko transformacije z A. t. v listih tobaka Nb ali Nicotiana tabacum 
izrazijo s fluorescenčnimi proteini označene CSEPs (Du in Vleeshouwers, 2014; Duan 
in sod., 2003; Hardham, 2012; Ma in sod., 2012; Petre in sod., 2015b). 
 
Pogost pristop v efektoromiki je tudi izražanje rekombinantnih efektorskih proteinov v 
modelnih organizmih Escherichia coli (Bu in sod., 2014; Liu in sod., 2012; Takahara in 
sod., 2016; Wang in sod., 2012) ali Pichia pastoris (Ma in sod., 2015; Mentlak in sod., 
2012; Sanchez-Vallet in sod., 2013; Takahara in sod., 2016). Očiščene rekombinantne 
proteine nato uporabijo v nadaljnjih študijah interakcij z rastlino gostiteljico, kjer 
spremljajo pojav HR, spremembo izvenceličnega pH ali povečano odpornost na okužbo. 
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Očiščene rekombinantne proteine pogosto vključujejo tudi v študij interakcij s 
potencialnimi molekulskimi tarčami, kjer se poslužujejo različnih biokemijskih 
pristopov. Primer so hitinski testi, s katerimi je moč dokazati sposobnost efektorja za 
vezavo hitina (Mentlak in sod., 2012; Sanchez-Vallet in sod., 2013; van den Burg in 
sod., 2007). Znano je, da rastline prepoznajo glivni hitin kot PAMP (Tanaka in sod., 
2012). Gliva lahko to prepoznavo zaobide z izločanjem efektorjev, ki vežejo prosti hitin 
in preprečijo, da bi ga rastlina zaznala kot PAMP (Sanchez-Vallet in sod., 2013), ali na 
drugi način, z izločanjem efektorjev, ki se vežejo na hitinsko celično steno in zaščitijo 
glivo pred rastlinskimi hitinazami (Stergiopoulos in sod., 2010). Podrobneje so 
omenjene raziskave predstavljene v poglavju 2.6.4. 
 
2.6.1 Subcelična lokalizacija in planta 
Za proučevanje interakcij mikrob-rastlina se pri lokalizacijskih študijah pogosto 
uporablja mikroskopija vzorcev, kjer so patogen, rastlina ali posamezen protein 
fluorescenčno označeni ali obarvani. Prednjači konfokalna mikroskopija, ki omogoča 
boljšo resolucijo v primerjavi z resolucijo fluorescenčne mikroskopije, omogoča 
slikanje tkiva v globino do maksimalno 150 µm in oblikovanje 3D slike vzorca 
(Hardham, 2012). Vzorci so fluorescenčno označeni oz. obarvani z naslednjimi pristopi 
(Cardinale, 2014; Hardham, 2012): 
 barvani s specifičnimi fluorescenčnimi barvili (MitoTracker Green, DAPI, 
SYTOX green), 
 s fluorescenčno označenimi protitelesi ali s sondami DNA, RNA, 
 s fluorescenčnimi proteini, navadno sklopljenimi s proteinom, ki je predmet 
raziskovanja, 
 s spremljanjem avtofluorescence vzorca. 
 
Skoraj vse molekule, in posledično tkiva, imajo avtofluorescenco, vendar je ta pri 
rastlinah še najbolj izrazita. Močno avtofluorescenco v zelenem spektru imajo 
polifenolne komponente, svetlobo v rdečem spektru pa oddaja klorofil. Vizualizacija 
proteinov, označenih z zelenim fluorescenčnim proteinom (GFP – angl. green 
fluorescent protein), bo otežena v koreninah, bogatih z ligninom. Proteine, označene z 
rdečim fluorescenčnim proteinom (RFP – angl. red fluorescent protein), in njemu 
podobnimi fluorescenčnimi proteini, pa bomo težje zaznali v zelenem delu rastline 
(Chapman in sod., 2005). Kljub temu je močna avtofluorescenca pri rastlinah 
dobrodošla, saj za študij lokalizacije ni potrebno barvanje celičnih komponent 
(Cardinale, 2014; Rath in sod., 2014). 
 
Prvi fluorescenčni protein je bil kloniran iz meduze Aqueoria victoria. Gre za protein 
značilne oblike beta-sodčka, ki pri modri ali UV svetlobi oddaja zeleno fluorescenco. 
Imenujemo ga avGFP, ali krajše GFP. Danes poznamo preko 100 flourescenčnih 
proteinov, ki se razlikujejo po svetlosti, obstojnosti in tendenci po oligomerizaciji 
(Chapman in sod., 2005). GFP in GFP-ju podobni proteini, ki se pogosto uporabljajo v 
študijah subcelične lokalizacije, so veliki okoli 25 kDa. Zaradi svoje velikosti lahko 
konkretno vplivajo na funkcijo in tudi lokalizacijo označenega proteina. Kljub temu je 
označevanje s fluorescenčnimi proteini najbolj razširjena metoda, saj alternative ne 
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omogočajo ustrezne specifičnosti (Chapman in sod., 2005). Za uspešno konfokalno 
mikroskopijo je pomembna ustrezna izbira fluorescenčnega proteina, a v poplavi 
različnih flourescenčnih proteinov kljub vsemu najbolj prednjačita zeleni eGFP, 
izboljšan derivat prvega avGFP, in rdeči RFP (Chapman in sod., 2005). 
 
V strokovnih objavah smo na temo konfokalne mikroskopije, v povezavi z glivo 
Verticillium, zasledili zgolj take, ki se posvečajo spremljanju poteka kolonizacije 
gostiteljske rastline (Eynck in sod., 2007; Maruthachalam in sod., 2013; Prieto in sod., 
2009; Vallad in Subbarao, 2008; Zhang in sod., 2018; Zhao in sod., 2014) in se ne 
osredotočajo na posamezne efektorske molekule. Prvi, ki so spremljali kolonizacijo 
glive Verticillium preko glive, ki je izražala fluorecenčni protein, so bili Eynck in sod. 
(2007) Glivi Vd in V. longisporum so pripravili tako, da sta izražali GFP, in s takima 
mutantoma okužili kapusnico Brassica napus. Podobno delo so opravili tudi Prieto in 
sod. (2009), ki so Vd transformirali tako, da je izražala rumeni fluorescenčni protein 
(YFP - yellow fluorescent protein). S transformirano glivo so okužili oljko (Olea 
europaea) in s konfokalno mikroskopijo spremljali kolonizacijo. Oljke so posadili v 
zemljo, okuženo s transformirano glivo, in proces kolonizacije spremljali s konfokalnim 
mikroskopom na tankih razrezih tkiva. Vd je hitro kolonizirala površino korenin, 
uspešno vdrla v koreninski korteks in žilno tkivo ter po ksilemu prešla do zelenega dela 
rastline. Do podobnih odkritij so prišli Maruthachalam in sod. (2013), ki so z GFP 
označili glivo Vd, in s konfokalno mikroskopijo v različnih časovnih točkah spremljali 
potek kolonizacije v koreninah in steblu špinače (Spinacia oleracea). 
 
Mentlak in sod. (2012) so s konfokalno mikroskopijo spremljali lokalizacijo 
potencialnega efektorja Slp1 Magnaporthe oryzae v rižu. Riž so okužili z M. oryzae, ki 
je pod nativnim promotorjem izražala konstrukt SLP1:GFP. Ugotovili so, da se SLP1 
lokalizira med glivno celično steno in plazemsko membrano rastline. Pokazali so tudi na 
delno kolokalizacijo z nekaterimi že znanimi efektorji. 
 
Petre in sod. (2016b) omenjajo, da je lokalizacija efektorjev v okuženih gostiteljskih 
organizmih pogosto težavna. Pogost in olajšan pristop pri proučevanju interakcij 
mikrob-rastlina je določanje in planta subcelične lokalizacije efektorjev, ki jih s 
pomočjo agroinfiltracije izrazimo v modelni rastlini. Metoda temelji na pripravi 
plazmidov z zapisom za rekombinantne konstrukte efektorja, spojenega s 
flourescenčnim proteinom, ki se izraža pod konstitutivnim rastlinskim promotorjem. 
Plazmide se z metodo agroinfiltracije vbrizga v nekaj tednov stare liste modelne rastline 
Nb in po minimalno 24 h vizualizira lokalizacijo s konfokalnim mikroskopom (Du in 
Vleeshouwers, 2014; Ma in sod., 2012). Petre in sod. (2016b, 2016a, 2015b, 2015a) so 
v zadnjih letih izdali serijo člankov, v katerih z opisano metodo prikazujejo lokalizacijo 
in transport različnih efektorjev v modelni rastlini Nb. Preučili so lokalizacijo in 
transport 20 efektorjev glive Melampsora larici-populina (Petre in sod., 2016b) in 16 
efektorjev glive Puccinia striiformis f sp tritici (Petre in sod., 2016a). Z enakim 
principom so podrobneje preučili lokalizacijo efektorja AvrM-A glive Melampsora lini 
in efektorja AVR3a oomicete Phytophthora infestans (Petre in sod., 2015a) ter efektorja 
CTP1 glive M. larici-populina (Petre in sod., 2016b, 2015b). Pri lokalizaciji efektorja 
RISP glive M. larici-populina so se poslužili označevanja s fluorescenčnim proteinom 
mCherry (Petre in sod., 2016a). 
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Transformacija z A. t. je ena bolj razširjenih metod transformacije rastlin. Geni, ki jih 
želimo izraziti v rastlini, so prenešeni v binarni T-DNA vektor, ki omogoča propagacijo 
v E. coli in v A. t. Vektorji so običajno zelo veliki, kar otežuje klasično prenašanje 
genov z restrikcijo in ligacijo, zato se vse pogosteje pojavljajo taki, ki omogočajo 
prenašanje genov z Gateway tehnologijo ali s podobnimi tehnologijami. Gateway 
tehnologija (Invitrogen) temelji na specifičnih rekombinacijskih mestih in reakcijah 
(attB x attP in attL x attR), ki jih katalizirata encima klonaza BP in klonaza LR. S PCR 
genom najprej dodajo štrleče konce attB, nato pa jih s klonazo BP prenesejo v vektor 
pDONR201, ki vsebuje rekombinacijski mesti attP. Kasneje iz nastalega vektorja gen z 
novimi rekombinacijski mesti attL s klonazo LR prenesemo v destinacijski vektor, ki 
vsebuje rekombinacijski mesti attR. Karimi in sod. (2002) so razvili Gateway 
kompatibilne binarne T-DNA destinacijske vektorje, ki omogočajo vrsto aplikacij. Med 
drugim so pripravili taka vektorja, ki omogočata N- ali C- terminalno fuzijo 
preučevanega gena in fluorescenčnega proteina GFP. 
 
2.6.2 Identifikacija efektorskih interaktorjev s kvasnim dvohibridnim sistemom 
(Y2H) 
Razvoj in napredek sistema Y2H, ki je močno zaznamoval detekcijo proteinskih 
interakcij, sega že v začetek 90-ih let. Pristop Y2H temelji na rekonstrukciji 
funkcionalnega transkripcijskega faktorja GAL4, ki se vzpostavi ob interakciji dveh 
preučevanih proteinov ali polipeptidov. GAL4 je sestavljen iz dveh domen: N-
terminalne domene, ki se veže na DNA (BD, angl. binding domain) in C-terminalne 
aktivacijske domene (AD, angl. activation domain), ki omogoči kooperativno vezavo 
splošnih transkripcijskih faktorjev na promotersko mesto. Pri eksperimentih Y2H dva 
preučevana proteina spojimo z BD ali z AD, njuna fizična interakcija pa rekonstruira 
nativni transkripcijski faktor GAL4. Vse to se odvija v gensko spremenjenih kvasovkah 
S. cerevisiae, ki so dizajnirane tako, da transkripcija reporterskih genov povzroči viden 
fenotip – navadno rast na selekcijskem gojišču ali spremembo barve kolonije. Pogosta 
reporterska gena sta HIS3, ki omogoča selekcijo na gojišču brez histidina in LacZ, ki 
spremeni barvo kolonije (npr. poskus z X-gal) (Lu, 2012; Maple in Møller, 2007). 
 
Metoda Y2H se je uveljavila pri raziskovanju interaktoma patogen-gostiteljski 
organizem, med drugim tudi pri glivnih patogenih in gostiteljskih rastlinah. Pri pristopu 
Y2H preučevanja interaktoma potrebujemo knjižnico konstruktov rastlinskih cDNA, ki 
jo pregledamo s ko-transformacijo kvasovk s preučevanim efektorskim konstruktom. 
Poleg tega se pristop Y2H lahko uporablja tudi za potrjevanje z drugimi metodami 
določenih ali predvidenih interakcij med proteini gostitelja in rastlinskega patogena ali 
celo za določanje posameznih proteinskih domen v interakciji. 
 
V strokovni literaturi lahko zasledimo nekaj študij, kjer so s pristopom Y2H preučevali 
interakcije efektorskih proteinov gliv iz rodu Verticillium in proteinov gostiteljskih 
rastlin. Večina sledečih raziskav je delo Laboratorija za genetske izboljšave poljščin 
(Wuhan, Kitajska) in so bile objavljene v letih 2017 ali 2018. Sprva so Zhou in sod. 
(2017) z Y2H analizo cDNA knjižnice rastline Arabidopsis odkrili rastlinski interaktor 
efektorja PevD1 glive Vd, ki so ga poimenovali NRP. V nadaljevanju so Liang in sod. 
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(2018), prav tako s pristopom Y2H, homologni interaktor odkrili tudi v tobaku (Nb). 
Identificirani protein Nbnrlp1 spada med z asparaginom bogate proteine, ki so pri 
rastlinah vpleteni v programirano celično smrt. V nadaljevanju so v nedavni študiji 
Zhang in sod. (2019) določili, da PevD1 pri kolonizaciji bombaževca (Gossypium 
hirsutum) interagira z R proteinom GhPR5. Pristop Y2H so uporabili za uspešno 
identifikacijo regije GhPR5, ki je odgovorna za interakcijo s PevD1. Pristop Y2H so 
uporabili tud pri sorodnih raziskavah te raziskovalne skupine in odkrili, da GbSBT1 
bombaža (Gossypium babardense) interagira z efektorjem PHB glive Vd (Duan in sod., 
2016). Da bi bolje razumeli delovanje GbSOBIR1, R proteina bombaževca, ki je 
vpleten v rezistenco na Vd, so Zhou in sod. (2019) s pristopom Y2H preučili knjižnico 
cDNA iz korenin bombaževca. Odkrili so, da GbSOBIR1 interagira s transkripcijskim 
faktorjem GbbHLH in pokazali, da je tudi ta vpleten v rezistenco na Vd. Prav tako so pri 
bombaževcu  Li in sod. (2018) z Y2H pokazali, da protein GhCDKE interagira s 
proteinom GhCycC. Interakcija vpliva na nižjo proizvodnjo jasmonske kisline, ki je 
običajen imunski odziv bombaževca na kolonizacijo z glivo Vd. Pri patosistemu Vd-
bombaževec so He in sod. (2018) preučili tudi delovanje GhJAZ2, proteina povezanega 
z akumulacijo jasmonske kisline, in z Y2H določili več potencialnih interaktorjev 
(GhJAZ12, GhbHLH171, GhCOI1, GhNINJA, GhPR10, GhD2 in GhR1). S pristopom 
Y2H so preučili tudi medsebojno interakcijo različnih efektorjev glive Vd in odkrili, da 
VdRac1 interagira s kinazo VdCla4, skupaj pa vplivata na virulenco Vd (Tian in sod., 
2015). Navedene raziskave orišejo potencial in širino, ki ga omogoča pristop Y2H pri 
raziskovanju proteinskih interakcij in pri raziskovanju interaktoma fitopatogen-
gostiteljska rastlina. 
 
2.6.3 Karakterizacija in funkcionalna analiza efektorjev z uporabo 
rekombinantnih proteinov 
Karakterizacija in funkcionalna analiza efektorjev poteka tudi z rekombinantnimi 
efektorskimi proteini. Izražanje rekombinantnih proteinov navadno poteka v enem od 
modelnih organizmov, v bakteriji Escherichia coli (Bu in sod., 2014; Liu W. in sod., 
2014; Takahara in sod., 2016; Wang in sod., 2012) ali glivi Pichia pastoris (Ma in sod., 
2015; Mentlak in sod., 2012; Sanchez-Vallet in sod., 2013; Takahara in sod., 2016; 
Zhang Y. in sod., 2017). 
 
2.6.3.1 Izražanje rekombinantnih proteinov v E. coli 
Pri izražanju rekombinantnih proteinov je prvi cilj poiskati pogoje izražanja, pri katerih 
bo izoliran rekombinantni protein v topni frakciji v čim višjem odstotku v primerjavi z 
nativnimi proteini E. coli. Optimalni pogoji izražanja so odvisni od proteina in jih je 
možno določiti zgolj eksperimentalno. Tekom poskusov najpogosteje spreminjajo 
(García-Fruitós in sod., 2012; Lam in Ng, 2011; Sahdev in sod., 2007; Singh in sod., 
2015): 
 vektor izražanja oz. oznake, ki so dodane rekombinantnemu proteinu, 
 sistem izražanja (navadno optimizirajo sev E. coli), 
 temperaturo, pri kateri poteka izražanje, 
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 trajanje izražanja, 
 fazo rasti celic ob dodatku induktorja, 
 količino dodanega induktorja, 
 optimizacijo kodonov za izražanje v želenem sistemu, 
 sestavo gojišč … 
 
V primeru, da izražanje rekombinantnih proteinov poteka v modelnem organizmu 
E. coli, v literaturi pogosto zasledimo uporabo vektorskega sistema pET, ki omogoča 
indukcijo sinteze z dodatkom izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG). Različne 
variacije pET vektorjev omogočajo proizvodnjo rekombinantnih proteinov z dodatkom 
različnih oznak. Na sliki (Slika 8) je prikazana plazmidna karta vektorja pET32a, ki 
rekombinantnemu proteinu doda oznake Trx, S in His, kar nam olajša nadaljnjo 
izolacijo in čiščenje rekombinantnega proteina. Oznaka Trx se je, kot fuzijski partner 
rekombinantnemu proteinu, izkazala tudi kot stabilizator biološko aktivnih 
rekombinantnih proteinov (LaVallie in sod., 1993). 
 
Najpogosteje pri izražanju rekombinantnih proteinov zasledimo izražanje v celicah 
E. coli BL21. V primeru izražanja proteinov, ki so bogati s cisteini in za stabilizacijo 
terciarne strukture tvorijo veliko disulfidnih mostičkov, se pogosto izkaže, da sev BL21 
ni ustrezen. Ena izmed možnih alternativ je komercialno dostopen sev SHuffle, ki je 
namenjen proizvodnji aktivnih rekombinantnih proteinov s pravilno vzpostavljenimi 
disulfidnimi vezmi. Sev je modificiran tako, da so reduktivne poti v citoplazmi E. coli 
zmanjšane, kar omogoča izražanje s cisteinom bogatih rekombinantnih proteinov v 
visoki koncentraciji (Lobstein in sod., 2012; Zhang in sod., 2016). 
 
V nekaterih primerih s prilagajanjem zgoraj opisanih parametrov ni možno odkriti 
pogojev, pri katerih se rekombinantni protein izraža v topni frakciji. Rekombinantni 
protein se v veliki količini izraža samo v netopni frakciji, to je v obliki netopnih 
proteinskih agregatov, ki jih imenujemo inkluzijska telesca. Rekombinanti protein 
predstavlja kar do 90 % inkluzijskega telesca. Rekombinantni protein je iz inkuzijskih 
telesc mogoče pridobiti z denaturacijo in ponovnim zvitjem, vendar je postopek 
težaven, in pogoji, pri katerih bo ponovno zvitje uspešno, so za vsak protein drugačni 
(García-Fruitós in sod., 2012; Singh in sod., 2015), poleg tega pa je izkoristek navadno 
zelo nizek (Singh in sod., 2015). 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  




Slika 8: Plazmidna karta vektorja pET32a s prikazanimi glavnimi elementi in restrikcijskimi mesti 
(Novagen, 2019) 
Figure 8: Plasmid map of the vector pET32a with major elements and restriction sites (Novagen, 
2019) 
 
Klasično se efektorji iz glive izločajo zaradi signalnega peptida, ki se ob sekreciji 
odcepi in iz glive se sprosti zrel protein. Pri proučevanju efektorjev nas zanima 
delovanje zrelih proteinov, zato nukleotidnemu zapisu za efektor najprej predvidijo 
signalni peptid, nato pa zapis brez signalnega peptida prenesejo v vektor, ki omogoča 
izražanje v izbranem organizmu. Razširjeno spletno orodje za predikcijo signalnih 
peptidov in njihovega cepitvenega mesta je SignalP (Petersen in sod., 2011). 
 
2.6.3.2 Funkcionalna analiza rekombinantnih proteinov 
PevD1 glive Vd so prvič identificirali v proteinskih frakcijah izolatov sekretornih 
molekul glive, ki so pokazale indukcijo HR pri rastlini Nb (Wang in sod., 2012). Gen za 
efektor PevD1 glive Vd so prenesli v pET28a vektor in ga kot rekombinantni protein 
izrazili v bakteriji E. coli BL21. Z infiltracijo PevD1 v liste tobaka v različnih 
koncentracijah so določili, da 50 µl 100 nM PevD1 sproži preobčutljivostni odziv 
rastline. Pokazali so, da je rekombinanten protein stabilen do temperature 25 °C in da 
deluje v območju pH med 6,0 in 8,0. Prav tako je do prepoznave PevD1 prišlo pri 
suspenzijskih celicah tobaka, kjer so izmerili hiter odziv ROS in alkalinizacijo 
izvenceličnega medija. V nadaljnji študiji so Bu in sod. (2014) rekombinantni PevD1 
infiltrirali v liste tobaka in jih nato okužili z glivo Vd. Ugotovili so, da se pri tretiranih 
rastlinah bolezenski simptomi zmanjšajo za skoraj 40 %. Kasneje so Liu in sod. (2014) 
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objavili nadaljevanje analize PevD1, kjer so preverili funkcije posameznih domen 
efektorja. Uvedli so serijo delnih delecijskih mutacij gena PevD1 in tako modificirane 
rekombinantne proteine ponovno vrednotili z infiltracijo, tokrat v liste tobaka, ter 
odkrili mutacijo, ki ne sproži preočutljivostnega odziva, hkrati pa zaščiti rastline pred 
okužbo z Vd. 
 
S podobnimi pristopi preučevanja različnih proteinskih frakcij so Ma in sod. (2015) 
odkrili sekretorni protein XEG1, čigar izražanje je inducirano že 30 min po okužbi. Z 
infiltracijo rekombinantnega proteina so pokazali, da je XEG1 virulenti dejavnik 
Phytophthora sojae, hkrati pa pri soji (Glycine max) deluje tudi kot PAMP. Tekom 
študije so določili tudi minimalno koncentracijo XEG1, ki je potrebna za povzročitev 
preobčutljivostnega odziva, ter pri tobaku, paradižniku, papriki, soji, koruzi in bombažu 
primerjali pojav celične smrti po infiltraciji z XEG1. Odkrili so, da tretiranje tobaka z 
XEG1 povzroči odpornost na okužbo s Phytophthora sojae. 
 
Zhang Y. in sod. (2017) so v kvasovki Pichia pastoris pripravili rekombinantni protein 
VdCP1 glive Vd. Z inflitracijo 10 µM VdCP1 v liste tobaka so pokazali, da VdCP1 v 24 
h sproži akumulacijo peroksida na mestu infiltracije. V tem času se tudi poveča 
transkripcija rastlinskih genov (PR1a, PR5, LOX, EDS1, HSR203J in HIN1), povezanih 
z imunskim odzivom. Imunski odziv rastline na infiltracijo z vsaj 50 µM 
rekombinantnim VdCP1 so pokazali tudi z merjenjem prevodnosti na tretiranih listnih 
diskih. Do podobnih rezultatov so prišli tudi pri poskusih na koreninah in kotiledonih 
bombaževca. 
 
Rekombinantne proteine uporabljajo tudi pri preučevanju funkcije efektorjev s 
predikcijo za vezavo hitina. Kot primer navajamo, da so Sanchez-Vallet in sod. (2013) 
na rekombinantnih proteinih proizvedenih v modelnem organizmu Pichia pastoris 
preučili mehanizem delovanja efektorja Ecp6 glive Cladosporium fulvum in določili 
funkcijo domen LysM pri zaščiti glive pred rastlinskimi receptorskimi proteini PRR. 
Podrobneje so ta študija in njej podobne opisane v sledečem poglavju 2.6.4. 
 
2.6.4 Glivni proteini s sposobnostjo vezave hitina 
Z okrajšavo PTI imenujemo primarni rastlinski imunski odziv, ki se sproži, ko rastline 
prepoznajo specifične motive mikrobov (MAMP), patogenov (PAMP) ali poškodb 
rastlinskega tkiva (DAMP) (Dodds in Rathjen, 2010; Jones in Dangl, 2006). Celice 
gostiteljske rastline imajo na svoji površini receptorje za prepoznavo molekulskih 
vzorcev PRR. Gre za receptorjem podobne kinaze ali receptorjem podobne proteine, ki 
zaznavajo PAMP, MAMP in/ali DAMP ter sprožijo imunski odziv, ki ga zaznamo kot 
tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti, akumulacijo protimikrobnih spojin (encimov, 
inhibitorjev encimov patogenov) ali drugih protimikrobnih molekul (Boller in Felix, 
2009; Dodds in Rathjen, 2010; Macho in Zipfel, 2014). 
PAMP, ki se sproščajo med infekcijo, imajo ohranjene molekularne vzorce, ki so 
značilni za široko skupino patogenov (Ranf, 2017). Pri glivah so najbolj poznani in 
preučevani PAMP: 
 hitin, 
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Hitin je polimer molekul N-acetilglukozamina ((GlcNAc)n), ki so med seboj povezane z 
β-1,4 glikozidnimi vezmi. Gre za ohranjeno komponento glivne celične stene, ki se med 
infekcijo rastline zaradi vpliva rastlinskih apoplastnih hitinaz razgradi na krajše hitinske 
fragmente (Sanchez-Vallet in sod., 2014; Shibuya in Minami, 2001; Shinya in sod., 
2015). Nastale fragmente (GlcNAc)n zaznajo rastlinski receptorji z domeno LysM in 
sproži se s hitinom izzvan PTI (de Jonge in sod., 2010; Desaki in sod., 2018; Gust in 
sod., 2012; Kombrink in Thomma, 2013; Ranf, 2017). Pri modelni rastlini Arabidopsis 
thaliana so identificirali receptorju podobno kinazo LysM-RLK AtCERK1 (angl. chitin 
elicitor receptor kinase1) in pokazali, da veže hitinske fragmente s tremi motivi LysM. 
Raziskali so mehanizem vezave hitina in ugotovili, da se ob vezavi hitina na AtCERK1 
vzpostavi dimerna oblika receptorja, ta pa sproži rastlinski imunski odziv (Liu in sod., 
2012; Miya in sod., 2007). Kasneje so Cao in sod. (2014) pokazali, da je v prepoznavo 
hitina poleg AtCERK1 vpletena dodatna receptorju podobna kinaza LysM-RLK 
AtLYK5, ki veže hitin z višjo afiniteto. Predpostavili so, da je AtLYK5 glavni hitinski 
receptor, ki se po vezavi hitinskih fragmentov poveže še s predhodno odkritim AtCERK 
in tako oblikuje receptorski kompleks. Podoben mehanizem prepoznave hitina preko 
receptorskih kompleksov so predhodno odkrili že pri rižu (Oryza sativa), kjer je 
prisoten receptorju podobni protein LysM-RLP OsCEBiP (angl. chitin elicitor binding 
protein), ki veže hitinske fragmente. To sproži homodimerizacijo, nastali homodimer pa 
se kasneje še dodatno veže z OsCERK1 in tak kompleks sproži s hitinom induciran 
odgovor PTI (Hayafune in sod., 2014). 
 
Uspešni rastlinski patogeni se imunskemu odzivu rastline na hitin izognejo z različnimi 
strategijami (Rovenich in sod., 2016; Sanchez-Vallet in sod., 2014): 
 z izločanjem efektorjev, ki zaščitijo glivne hife in rastlinskim hitinazam 
preprečijo dostop do hitina v celični steni; 
 z izločanjem efektorjev, ki se tarčno vežejo na rastlinske hitinaze in preprečijo 
njihovo delovanje; 
 z izločanjem efektorjev, ki zajamejo hitinske fragmente in tako preprečijo 
aktivacijo hitinskih receptorjev rastline; 
 z izločanjem efektorjev, ki preprečijo s hitinom inducirano dimerizacijo 
rastlinskih receptorjev; 
 s spremembami v sestavi celične stene: akumulacijo α-1,3-glukana na površini 
celične stene; 
 s spremembami v sestavi celične stene: pretvorbo hitina v hitozan, ki slabše 
inducira imunski odziv gostiteljske rastline. 
 
Prva dobro opisana strategija zaščite glivne celične stene pred hitinazami gostiteljskega 
organizma je bila odkrita pri glivi Cladosporium fulvum, ki med okužbo paradižnika 
izloča Avr4, protein s sposobnostjo vezave hitina (van den Burg in sod., 2007; van Esse 
in sod., 2007). Efektor Avr4 vsebuje domeno za vezavo hitina (CBM14), ki se veže na 
celično steno glive in tako hitinazam rastlinskega gostitelja prepreči hidrolizo hif. Van 
den Burg in sod. (2007) so pokazali, da se rekombinantni protein Avr4 veže na različne 
vire hitina, ne veže pa se na hitozan, ksilan, celulozo, kurdlan ali lihenin. Vlogo Avr4 v 
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zaščiti pred rastlinskimi hitinazami so dokazali na dva načina. S testom s hitin azurom 
so pokazali, da lahko Avr4 zaščiti hitin pred razgradnjo z rastlinskimi hitinazami. Poleg 
tega so na glivah Trichoderma viride in Fusarium solani dokazali, da dodatek Avr4 
zaščiti hife gliv pred hitinazami in glukanazami. Na podoben način delujejo tudi 
efektorji vrste gliv Dothideomycete, ki vsebuje homologe Avr4 (Stergiopoulos in sod., 
2010). S ko-kristalizacijo rekombinantnega Avr4 ob prisotnosti liganda (GlcNAc)6 so 
preučili metodo vezave hitina pri Avr4. Odkrili so, da sta v vezavo udeleženi dve 
molekuli Avr4, ki med seboj interagirata in pri tem zajameta dve molekuli hitina 
(Hurlburt in sod., 2018). 
 
Receptor za vezavo hitina CEBiP (angl. chitin elicitor binding protein) je pri rižu 
odgovoren za prepoznavo hitina kot PAMP molekule. Mentlak in sod. (2012) so 
pokazali, da fitopatogena gliva M. oryzae z izločanjem efektorskega proteina Slp1 (angl. 
secreated LysM Protein1) zaobide s hitinom pogojen imunski odziv gostiteljske rastline. 
S pripravo mutantne glive, ki je izražala Slp1, sklopljen z GFP, so pokazali, da se Slp1 
akumulira v prostoru med plazemsko membrano gostiteljskih celic in med glivno 
celično steno. Delecija gena SLP1, ki kodira zapis za efektor Slp1, je močno zmanjšala 
virulenco M. oryzae, ki se je ob komplementaciji mutanta povrnila na raven divjega 
tipa. Mentlak in sod. (2012) so podrobneje preučili biološko funkcijo Slp1 preko 
rekombinantnega proteina, ki so ga proizvedli v kvasovki Pichia pastoris. S 
sedimentacijskimi testi so pokazali, da Slp1 specifično veže hitin, ne veže pa hitozana, 
celuloze ali ksilana. Na NaDS-PAGE gelih sedimentacijskih testov so opazili dve lisi, 
pri čemer je zgornja lisa ustrezala dimerni obliki Slp1. Dimerizacijo so potrdili z 
uporabo Y2H. V celično suspenzijo paradižnika so dodali hitinski heksamer 
((GlcNAc)6) in spremljali alkalinizacijo celične suspenzije. Odkrili so, da do 
alkalinizacije ni prišlo, če so (GlcNAc)6 predhodno inkubirali z 10-kratno molarno 
koncentracijo Slp1. Do podobnih rezultatov so prišli tudi, ko so s kemiluminiscenco 
merili akumulacijo ROS v celični suspenziji. Pri testih zaščite hif pa Slp1 ni uspel 
zaščititi hif T. viride pred hitinazami, zato so raziskavo zaključili s hipotezo, da Slp1 
deluje kot lovilec hitinskih fragmentov in tako rastlini onemogoči s hitinom pogojen 
imunski odziv na okužbo. 
 
Zaščita glivnih hif pred hidrolizo z rastlinskimi hitinazami je raziskana tudi pri glivah, 
ki izločajo efektorje, ki spadajo med proteine LysM, to je proteine, ki vežejo hitin z 
domeno CMB50. Glivni genomi vsebujejo številne gene za LysM in LysM podobne 
efektorje (Kombrink in Thomma, 2013) in nekateri z visokim izražanjem so bili opisani 
pri Zymoseptoria tritici (Marshall in sod., 2011), Magnaporthe oryzae (Mentlak in sod., 
2012), Colletotrichum higginsianum (Takahara in sod., 2016) in V. dahliae (Kombrink 
in sod., 2017). Skupno vsem naštetim glivnim efektorjem je, da vežejo hitin z višjo 
afiniteto, kot jo imajo različni rastlinski receptorji (Preglednica 1). 
 
Prvi efektor LysM, ki so ga odkrili, je Ecp6 fitopatogene glive C. fulvum. Izkazalo se je, 
da Ecp6 specifično in z visoko afiniteto veže fragmente hitina, tako da dimerizirana 
oblika Ecp6 tvori vezavno mesto v obliki globokega kanala. Z merjenem ROS in 
spremembe izvenceličnega pH na suspenzijskih celicah tobaka so pokazali, da Ecp6 
onemogoči prepoznavo hitina in utiša odziv PAMP. Kljub dokazani specifični vezavi 
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hitina pa Ecp6 ne deluje tako, kot Avr4, saj v poskusu s T. viride ni preprečil hidrolize 
hif (Bolton in sod., 2008; de Jonge in sod., 2010; Sanchez-Vallet in sod., 2013). 
 
Marshall in sod. (2011) so molekularno in funkcionalno opisali tri homologe Ecp6 
(Mg3LysM, Mg1LysM in MgxLysM) iz glive Mycosphaerella graminicola. Mg3LysM 
in Mg1LysM vežeta hitin in sta uspešna pri zaščiti glivnih hif pred rastlinskimi 
hidrolitičnimi encimi. Od naštetih LysM efektorjev je samo Mg3LysM sposoben zavreti 
s hitinom pogojen imunski odziv rastlin. Poleg tega delecija gena Mg1LysM ni vplivala 
na virulenco glive M. graminicola, medtem ko so delecijski mutanti Mg3LysM 
izkazovali močno znižano virulenco. 
 
Takahara in sod. (2016) so raziskali biološko vlogo dveh efektorjev LysM ChELP1 in 
ChELP2 glive C. higginsianum, ki se močno izražajo v prvih fazah infekcije. Pokazali 
so, da se rekombinantna proteina ChELP1 in ChELP2 specifično in z visoko afiniteto 
vežeta na hitin in na hitinske fragmente ter so na modelni rastlini A. thaliana pokazali, 
da sta oba udeležena v zatiranje s hitinom pogojenega imunskega odziva rastline.  
 
Tudi pri glivi iz rodu Verticillium so odkrili efektor LysM, ki deluje podobno, kot 
zgoraj opisani efektorji. Kombrink in sod. (2017) so v genomu Vd (sev JR2) določili tri 
gene z zapisom za efektorje LysM. Tarčna delecija posameznih genov ni vplivala na 
virulenco Vd pri okuževanju A. thaliana, Nb in paradižnika. Pri Vd sevu VdLs17 so, 
poleg opisanih treh efektorjev LysM, odkrili dodaten gen za efektor LysM, ki vsebuje 
dve domeni LysM, in se izraža in planta ter vpliva na virulenco pri okuževanju 
paradižnika. Da bi efektor Vd2LysM funkcionalno okarakterizirali so rekombinantni 
protein izrazili kar v treh sistemih: v kvasovki Pichia pastoris, v rastlini Nb in v 
bakteriji E. coli. Izkazalo se je, da je biološko aktiven samo rekombinantni protein 
proizveden v E. coli. Z njim so pokazali, da Vd2LysM veže hitin in s tem zavre imunski 
odziv rastlin in zaščiti hife gliv pred hidrolizo z rastlinskimi hitinazami. 
 
Poleg glivno-rastlinskih patosistemov je primer efektorja z vezavo hitina opisan tudi pri 
Batrachochytrium dendrobatidis, ki je patogena gliva za dvoživke. Identificirali in 
opisali so protein z domeno za vezavo hitina 18 (CBM18, angl. carbohydrate-binding 
module 18). Lektinom podobni proteini CBM18 B. dendrobatidis specifično vežejo 
hitin in v testih zaščite hif glivi Trichoderma reeseii omogočijo sporulacijo in rast v 
prisotnosti hitinaz (Abramyan in Stajich, 2012; Liu in Stajich, 2015). V preglednici 2 so 
zbrani rezultati funkcijskih analiz glivnih proteinov s sposobnostjo vezave hitina, ki so 
opisani v zgornjih odstavkih. 
 
Pri glivi Vna, ki je predmet preučevanja te doktorske naloge, so že leta 2015 Cregeen in 
sod. (2015) odkrili lektin s predikcijo za vezavo hitina. Tako kot pri B. dendrobatidis 
(Abramyan in Stajich, 2012; Liu in Stajich, 2015), tudi lektin Vna spada v družino 
proteinov CBM18. Cregeen in sod. (2015) razpravljajo, da bi odkriti lektin lahko 
deloval podobno, kot Avr4 glive C. fulvum. Flajšman (Flajšman, 2016) je v svoji 
doktorski disertaciji preučil vpliv tega lektina na virulenco Vna. Pripravil je mutante 
glive z izbitim genom za lektin (imenuje ga VnaCBM8.213) in s takimi mutanti okužil 
hmelj. Izkazalo se je, da je virulenca delecijskih mutantov primerljiva z virulenco 
divjega tipa (Slika 9). 
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Slika 9: Rezultati poskusov okuževanja hmelja CE z delecijskimi mutanti VnaCBD8.213 in 
primerjava z neokuženo rastlino CE ter z rastlino CE okuženo z divjim tipom glive Vna izolat T2 
(Flajšman, 2016) 
Rastline so bile fotografirane v času 31 dpi. 
Figure 9: Results of the pathogenicity experiments on hop cultivar CE using deletion mutants of 
VnaCBD8.213 with the comparison to mock inoculation and wild type inoculations using Vna 
isolate T2 (Flajšman, 2016) 
The photos were taken on 31 dpi. 
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Preglednica 1: Primerjava afinitet vezave hitinskih fragmentov za različne glivne efektorje in rastlinske receptorje 
Table 1: Comparison of the binding affinities of chitin fragments to different fungal effectors and plant receptors 
Organizem Protein Domena Hitinski fragment Kd (μM) Metoda Referenca 
Cladosporium fulvum Avr4 CBM14 (GlcNAc)6 6,3 ± 0,23  ITC 
(Van Den Burg in sod., 
2004) 
Cladosporium fulvum Ecp6 CBM50 (GlcNAc)4,5,6,8 11,5 to 3,7 ITC (de Jonge in sod., 2010) 
Cladosporium fulvum Ecp6 CBM50 (GlcNAc)8 1,3 x 10
-3
 SPR (Mentlak in sod., 2012) 
Magnaporthe oryzae Slp1 CBM50 (GlcNAc)8 2,4 x 10
-3
 SPR (Mentlak in sod., 2012) 
Colletotrichum higginsianum ChELP1 CBM50 (GlcNAc)8-Bio 2,6 x 10
-5
 SPR (Takahara in sod., 2016) 
Colletotrichum higginsianum ChELP2 CBM50 (GlcNAc)8-Bio 2,5 x 10
-4
 SPR (Takahara in sod., 2016) 
Moniliophthora perniciosa MpChi GH18 (GlcNAc)6 1,3 x 10
-2
 ITC (Fiorin in sod., 2018) 
Arabidopsis thaliana AtLYK5 CBM50 (GlcNAc)8 1,72 ITC (Cao in sod., 2014) 
Arabidopsis thaliana AtCERK1 CBM50 (GlcNAc)8 455 ITC (Cao in sod., 2014) 
Arabidopsis thaliana AtCERK1 CBM50 (GlcNAc)8 448 ITC (Liu in sod., 2012) 
Hevea brasiliensis Hevein CBM18 (GlcNAc)5 2,1  ITC (Asensio in sod., 2000) 
Legenda/Legend: ITC, izotermalna titracijska kalorimetrija (angl. isothermal titration calorimetry); SPR, površinska plazmonska 
resonanca (angl. surface plasmon resonance); CBM, domena za vezavo ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate-binding module); 
GlcNAc, N-Acetilglukozamin; Bio, biotiniliran (angl. biotinilated) 
 
  
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  






Preglednica 2: Rezultati funkcijskih analiz glivnih proteinov s sposobnostjo vezave hitina 
Table 2: Functional analysis results for fungal chitin binding proteins 






Cladosporium fulvum Avr4 da - - da 
(Van Den Burg in sod., 
2004) 
Cladosporium fulvum Ecp6 ne da da da (de Jonge in sod., 2010) 
Magnaporthe oryzae Slp1 da da da da (Mentlak in sod., 2012) 
Verticillium dahliae Vd2LysM da da - da (Kombrink in sod., 2017) 
Colletotrichum higginsianum ChELP1 ne da - da (Takahara in sod., 2016) 
Colletotrichum higginsianum ChELP2 ne ne - da (Takahara in sod., 2016) 
Moniliophthora perniciosa MpChi ne da - ne (Fiorin in sod., 2018) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 GOJIŠČA IN PUFRI 
1 M glukoza: 1 M glukozo smo pripavili tako, da smo 180 g glukoze raztopili v 1 l 
ddH2O in avtoklavirali. 
1x LiAc: 1 x LiAc smo pripravili tako, da smo v 100 ml 0,5x TE pufra raztopili 0,66 g 
litijevega acetata (Sigma-Aldrich). 
1x PBS: 1x PBS smo pripavili tako, da smo v 1 l ddH2O raztopili 8 g NaCl (Duchefa), 
200 mg KCl (Sigma-Aldrich), 1.44 g Na2HPO4 (Sigma-Aldrich), KH2PO4 (Sigma-
Aldrich), uravnali pH na želeno vrednost in avtoklavirali. 
1x TE pufer: 1x TE smo pripravili iz 10x TE, ki je vseboval 100 ml 1 M Tris-HCl 
(Duchefa), 20 ml 0,5 M EDTA (Sigma-Aldrich) in 880 ml ddH2O. 
2x NaDS-PAGE nanašalni pufer: 2x NaDS-PAGE nanašalni pufer je vseboval 0,25 M 
Tris-Cl (Sigma-Aldrich), 4% NaDS (Sigma-Aldrich), 10 % glicerol (Duchefa), 2 % β-
merkaptoetalon (Sigma-Aldrich) in 0,01 % (w/v) bromfenol modro (Sigma-Aldrich). 
pH smo uravnali na 6,8. 
Ca raztopina: Ca raztopino smo pripravili tako, da smo v 250 ml ddH2O raztopili 3,69 
g CaCl2·2 H2O (Merck). Pufer smo avtoklavirali. 
Ca raztopina z glicerolom: Ca raztopino z glicerolom smo pripravili tako, samo 
zmešali 50 ml sterilne Ca raztopine in 40 ml sterilnega glicerola (Duchefa). 
Gojišče Czapek Dox: Gojišče Czapek Dox smo pripravili kot ½ gojišče tako, da smo v 
1 l ddH2O raztopili 16,8 g Czapek Dox (Duchefa) in 15 g agarja (Duchefa). 
Elucijski pufer: elucijski pufer smo pripravili tako, da smo v 100 ml pufra za 
resuspenzijo 3 raztopili 3,4 g imidazola (Sigma-Aldrich). 
Gojišče SC-LWH: Gojišče SC-LWH smo pripravili tako, da smo v 600 ml ddH2O 
raztopili 4 g kvasne dušikove osnove brez aminokislin (Sigma-Aldrich), 12 g agarja 
(Duchefa), 0,5 g 3-amino-1,2,4-triazola (Sigma-Aldrich) in 0,372 g mešanice 
aminokislin brez levcina, triptofana in histidina (Sigma-Aldrich). Z elektrodo pH smo 
uravnali gojišče na pH 5,6 in ga avtoklavirali. Pred uporabo smo aseptično dodali 1 M 
glukozo do 2% (w/v). Gojišče smo ohladili na približno 55 °C, mu dodali potrebne 
antibiotike in ga razlili v petrijevke premera 20 cm. 
Gojišče SC-LWU: Gojišče SC-LWU smo pripravili tako, kot gojišče SC-LWH, le da 
smo dodali 0,372 g mešanice aminokislin brez levcina, triptofana in uracila (Sigma-
Aldrich). 
Gojišče SC-LW: Gojišče SC-LW smo pripravili tako, kot gojišče SC-LWH, le da smo 
dodali 0,932 g mešanice aminokislin brez levcina in triptofana (Sigma-Aldrich). 
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Gojišče YPAD: Gojišče YPAD smo pripravili tako, da smo v 600 ml ddH2O raztopili 6 
g kvasnega ekstrakta (Sigma-Aldrich) in 12 g peptona ter gojišče avtoklavirali. Pred 
uporabo smo gojišču aseptično dodali 1 M glukozo do 2% (w/v) in adenin hemisulfat 
(Sigma-Aldrich) do 0,003% (w/v). 
Gojišče za tkivne kulture hmelja: Gojišče za tkivne kulture hmelja smo pripravili 
tako, da smo v 1 l ddH2O raztopili 4,43 g MS mikro in makro elementov (Duchefa), 20 
g glukoze (Duchefa) in 7 g agarja (Duchefa). Gojišče smo zavreli, raztopili agar, razlili 
v epruvete in avtoklavirali. 
Infiltracijski pufer: Infiltracijski pufer smo pripravili tako, da smo zmešali 10 mM 
MES (Sigma-Aldrich), 10 mM MgCl2 (Sigma-Aldrich) in 200 µM acetosiringon 
(Sigma-Aldrich). Infiltracijski pufer smo pred uporabo sterilizirali s filtracijo skozi 0,22 
µm filter. 
Medij JPL: Medij JPL smo pripravili tako, da smo zamešali 800 ml sterilnega 
mineralnega pufra JPL, 100 ml sterilne raztopine saharoze in 100 ml sterilne organske 
raztopine JPL. V primeru priprave trdnega gojišča smo mineralno raztopino pufra JPL 
pripravili tako, da smo jih pred avtoklaviranjem dodali 7 g agarja (Duchefa). 
Mg/Ca raztopina: Mg/Ca raztopino smo pripravili tako, da smo v 250 ml raztopili 4,06 
g MgCl2·6H2O (Sigma-Aldrich) in 0,75 g CaCl2·2H2O (Merck). Pufer smo 
avtoklavirali. 
Medij mLS: Medij mLS smo pripravili tako, da smo v 1 l ddH2O raztopili 4,43 MS 
mikro in makro elementov (Duchefa), 30 g saharoze (Duchefa), 1 ml 2,4-D (iz založne 
raztopine s koncentracijo 0,2 mg/ml), 2,5 ml vitaminov (iz založne raztopine: 40 mg 
tiamina in 4 g mio-inozitola v 100 ml ddH2O) in 2,5 ml fosfatnega pufra (iz založne 
raztopine: 8 g KH2PO4 v 100 ml ddH2O). Gojišču smo uravnali pH na vrednost 5,8 in 
ga avtoklavirali. 
Pufer PBS: Pufer PBS smo pripravili tako, da smo v 250 ml ddH2O raztopili 2 g NaCl 
(Duchefa), 0,05 g KCl (Merck), 0,9 g NaHPO4·12H2O (Merck), 0,075 g KH2PO4 
(Merck), uravnali pH na 8 in avtoklavirali. 
Pufer PBS z ureo: Pufer PBS z ureo smo pripravili tako, da smo v 50 ml PBS pufra 
(pH 8) raztopili 6 g urea (Duchefa). 
Ponceau S: 1x Ponceau S smo pripravili z redčenjem 10x Ponceau S, ki je vseboval 1% 
(w/v) Ponceau S (Sigma-Aldrich) in 10% ocetne kisline (Merck). 
Pufer za blokiranje:  
 Pufer za blokiranje iz posnetega mleka: Pufer za blokiranje iz posnetega 
mleka smo pripravili tako, da smo v 1x PBS raztopili 3% (w/v) posnetega 
mleka v prahu. 
 Pufer za blokiranje iz BSA: Pufer za blokiranje iz BSA smo pripravili 
tako, da smo v 1x PBS raztopili 5% (w/v) BSA – goveji serumski albumin 
(Sigma-Aldrich). 
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Pufer za razbarvanje: Pufer za razbarvanje smo pripravili tako, da smo preko noči v 
100 ml ddH2O raztopili 250 g kloral hidrata (Merck). 
Pufer za resuspenzijo 1: Pufer za resuspenzijo 1 smo pripravili tako, da smo v 100 ml 
ddH2O raztopili 0,24 g Tris (Duchefa), uravnali pH na 8 in avtoklavirali. 
Pufer za resuspenzijo 2: Pufer za resuspenzijo 2 smo pripravili tako, da smo v 100 ml 
ddH2O raztopili 0,24 g HEPES (Sigma-Aldrich), uravnali pH na 8 in avtoklavirali. 
Pufer za resuspenzijo 3: Pufer za resuspenzijo 3 smo pripravili tako, da smo v 100 ml 
ddH2O raztopili 0,6 g Tris (Duchefa), 1,74 g NaCl (Duchefa), uravnali pH na 8 in 
avtoklavirali. 
Pufer za spiranje: Pufer za spiranje smo pripravili tako, da smo v 100 ml ddH2O 
raztopili 0,29 g Tris-HCl (Duchefa), 0,59 g NaCl (Duchefa), 0,03 g EDTA (Sigma-
Aldrich), 1 ml Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 6 g urea (Duchefa) in uravnali pH na 8. 
Reakcijska mešanica za spremljanje ROS: Reakcijska mešanica za spremljanje ROS 
je v volumnu 1 ml vsebovala 200 µM L-012 luminola (TOCRIS) in 10 µg/ml hrenove 
peroksidaze (ThermoFisher). 
Tekoče gojišče LB: Tekoče gojišče LB smo pripravili tako, da smo 25 g mešanice LB 
broth high salt (Duchefa) raztopili v 1 l ddH2O in avtoklavirali. Pred uporabo smo 
gojišču dodali potrebne antibiotike. 
Tekoče gojišče SOC: Tekoče gojišče SOC smo pripravili tako, da smo v 1 l ddH2O 
raztopili 8 g triptona, 2 g kvasnega ekstrakta, 200 mg NaCl, 72 mg KCl, 20 mg MgCl2. 
Z elektrodo pH smo gojišče umerili na pH 7,0 in avtoklavirali. Po avtoklavirajnu smo 
aseptično dodali 8 ml 1 M glukoze. 
Tekoče gojišče YEB: Tekoče gojišče YEB smo pripravili tako, da smo v 1 l ddH2O 
raztopili 5 g saharoze (Duchefa), 5 g peptona (Duchefa), 5 g govejega ekstrakta (Fluka), 
1 g kvasnega ekstrakta (VWR) in 1 g MgSO4·7H2O (Sigma-Aldrich). S pH elektrodo 
smo umerili pH gojišča na 7,0 in gojišče avtoklavirali. Pred uporabo smo gojišču dodali 
potrebne antibiotike. 
Trdno gojišče LB: Trdno gojišče LB smo pripravili tako, da smo 35 g mešanice LB 
agar high salt (Duchefa) raztopili v 1 l ddH2O, dodali dodatnih 5 g agarja (Diashin agar, 
Duchefa) in avtoklavirali. Gojišče smo ohladili na približno 55 °C, mu dodali potrebne 
antibiotike in ga razlili v petrijevke. 
Tripan modro barvilo: Tripan modro barvilo smo pripravili iz 10 ml mlečne kisline 
(Sigma-Aldrich), 10 ml fenola nasičenega s Tris (Sigma-Aldrich), 10 ml glicerola 
(Duchefa), 10 ml ddH2O, 10 mg Tripan modrega (Sigma-Aldrich) in 40 ml etanola 
(VWR). 
Pufer Z: Pufer Z smo pripravili tako, da smo v 1 l ddH2O raztopili 8,5 g Na2HPO4 
(Sigma-Aldrich), 4,8 g NaH2PO4 (Sigma-Aldrich), 0,57 g KCl (Sigma-Aldrich), 0,12 g 
MgSO4 (Sigma-Aldrich) in pH uravnali na 7. 
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3.2 VZDRŽEVANJE RASTLIN IN GOJENJE MIKROORGANIZMOV 
Rastline Nb, ki smo jih potrebovali za določanje subcelične lokalizacije efektorjev, smo 
prevzeli kot 4 do 5 tednov stare sadike v rastlinjakih inštituta James Hutton Institute, 
kjer so jih vzdrževali do porabe. Rastline Nb, ki smo jih potrebovali za opazovanje 
odziva HR, smo posejali v lončke z zemljo, manjše sadike presadili v posamezne lončke 
in do optimalne velikosti oz. do izvajanja poskusov, približno 4 do 5 tednov, vzdrževali 
pri 16/8 urni (svetloba/tema) fotoperiodi in pri sobni temperaturi. 
 
Rastline hmelja smo pridobili od Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije. 
Rastline hmelja v tkivnih kulturah smo vzdrževali z rednim subkultiviranjem v 
aseptičnih pogojih. Rastline smo subkultivirali v epruvetah z gojiščem za tkivne kulture 
hmelja brez dodanih hormonov. Gojili smo jih v rastni komori (Kambič) pri 22 °C in 
fotoperiodi 12/12 urni (svetloba/tema) fotoperiodi. 
 
Glivo T. viride smo pridobili od Infrastrukturnega centera Mycosmo. Glivo smo 
vzdrževali na gojišču Czapek Dox, v temi pri sobni temperaturi. Glivo smo enkrat 
tedensko precepljali na sveže gojišče. 
 
Kvasovke S. cerevisiae MV203, ki služijo kot pozitivna kontrola pri poskusih Y2H, 
smo vzdrževali na ploščah SC-LW. Kvasovke smo aseptično precepljali na sveže 
gojišče vsak mesec, jih 3 dni gojili pri 30 °C, nato pa hranili v hladilniku. 
 
Suspenzijske celice N. tabacum BY-2 smo pridobili od RIKEN BRC Experimental 
Plant Division. Suspenzijske celice BY-2 smo vzdrževali v tekočem mLS mediju, celice 
smo tedensko aseptično precepljali. Celice smo gojili pri 27 °C, v temi in pri 130 rpm. 
 
Suspenzijske celice A. thaliana T87 smo pridobili od RIKEN BRC Experimental Plant 
Division. Suspenzijske celice T87 smo vzdrževali v tekočem in na trdnem mediju JPL, 
celice smo aseptično precepljali na dva tedna (tekoče gojišče) ali po potrebi (trdno 
gojišče). Celice smo gojili pri 24 °C, pri konstantni osvetlitvi in pri 130 rpm. 
 
3.3 PRIPRAVA KOMPETENTNIH CELIC 
Za potrebe poskusov, ki so del te doktorske disertacije, smo pripravili svoje 
kompetentne celice E. coli DH5α, E. coli BL21(DE3)pLysS, E. coli DH10B, A. t. 
GV3101. 
 
E. coli DH5α  
V 50 ml gojišča LB brez dodanih antibiotikov smo nacepili 50 µl odmrznjene 
suspenzije celic E. coli DH5α. Celice smo preko noči namnožili pri 37 °C in 160 RPM. 
Naslednji dan smo v 1 l erlenmajerici razredčili 2 ml prekonočne kulture z 200 ml 
gojišča LB in stresali na 37 °C in 160 RPM do OD600 = 0,5. Celice smo prelili v 
ohlajene centrifugirke in 10 min inkubirali na ledu. Sledilo je 10 min centrifugiranje pri 
2 500 xg in 4 °C. Supernatant smo odstranili in pelet nežno resuspendirali v 50 ml 
Mg/Ca raztopine ter 30 min inkubirali na ledu. Suspenzijo smo 10 min centrifugirali na 
2 500 xg pri 4 °C, odstranili supernatant, pelet resuspendirali v 8 ml Ca raztopine in 
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celice 30 min inkubirali na ledu. Suspenziji smo dodali 3,7 ml CaCl2 z 80 % glicerola, 
jo alikvotirali po 550 µl in nato takoj shranili na -80 °C. 
 
A. tumefaciens GV3101 
V 250 ml gojišča YEB z rifampicinom (50 mg/l) in gentamicinom (50 mg/l) smo 
nacepili 50 µl odmrznjene suspenzije celic A. t. GV3101. Celice smo preko noči 
namnožili pri 28 °C in 160 RPM. Naslednji dan smo prekonočno kulturo redčili s 
svežim gojiščem YEB z antibiotiki v razmerju 1 : 10 000 in inkubirali pri 28 °C in 160 
RPM do OD600 = 0,6. Celice smo prelili v 250 ml centrifugirke in centrifugirali 5 min 
pri 3 000 RPM (centrifuga Beckman J2-HS) in 4 °C. Supernatant smo odstranili in pelet 
resuspendirali v 100 ml ledene sterilne ddH2O. Celice smo ponovno centrifugirali, 
odstranili supenratant in pelet resuspendirali v 50 ml ledene sterilne ddH2O. Postopek 
smo ponovili s 50 ml ledenega sterilnega 10% glicerola (Duchefa). Celice smo ponovno 
centrifugirali in pelet raztopili v 2 do 3 ml 10% ledenega sterilnega glicerola (Duchefa), 
volumen smo prilagodili količini peleta. Celice smo alikvotirali po 50 µl in shranili 
na -80 °C. 
 
E. coli BL21(DE3)pLysS in E. coli DH10B 
E. coli BL21(DE3)pLysS (dalje v besedilu E. coli BL21) in E. coli DH10B smo 
pripravili tako, kot je opisano v protokolu za pripravo A. t. GV3101, le da smo celice 
gojili v gojišču LB z ustreznimi antibiotiki in pri 37 °C. 
 
3.4 SUBCELIČNA LOKALIZACIJA 
3.4.1 PCR pomnoževanje za vnos genov s tehnologijo Gateway 
Sintetično DNA z zaporedjem gena VnaSSP4.2 in plazmid pGEM-T Easy z vstavljenim 
genom VnaChtBP smo pomnožili s PCR z namenom, da genoma dodamo štrleče konce 
attB, potrebne za vnos genov s tehnologijo Gateway. Pripravili smo konstrukta, ki 
vsebujeta stop kodon, in konstrukta, ki stop kodona ne vsebujeta. 
 
Za pomnoževanje gena VnaSSP4.2 smo uporabili 25 ng matrične DNA, za 
pomnoževanje gena VnaChtBP pa smo uporabili 2,5 ng matrične DNA. Reakcije so 
potekale v volumnu 50 ul in vsebovale 1x Q5 reakcijski pufer, 10 mM dNTP, 10 µM 
posameznega ZO in 1 U Q5 High-Fidelity DNA polimeraze. 
 
Pomnoževanje je potekalo v napravi PCR (Gradient 96, Biometra) pri naslednjih 
nastavitvah: 
 98 °C, 10 s 
 35 ciklov: 
98 °C, 10 s / 60 °C, 30 s / 72 °C, 30 s za VnaSSP4.2 oz. 60 s za VnaChtBP 
 72 °C, 2 min 
 4 °C, ∞ 
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3.4.2 Čiščenje produkta PCR iz agaroznega gela 
Produkte PCR reakcije smo nanesli na agarozni gel pripravljen iz 0,5x pufra TBE in 1,2 
% agaroze. Agarozna elektroforeza je potekala pri napetosti 120 V do optimalne ločbe. 
Iz gela smo izrezali ustrezen produkt PCR in ga očistili s komercialnim kompletom 
MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). Pri delu smo sledili proizvajalčevemu protokolu. 
 
3.4.3 Reakcija BP tehnologije vnosa gena Gateway 
Z reakcijo BP tehnologije Gateway smo očiščene produkte PCR vnesli v donorski 
vektor pDONR201 (Priloga A). Reakcija BP je potekala čez noč na 25 °C v 5 µl in bila 
sestavljena iz 50 fmol pDONR201, 50 fmol očiščenega produkta PCR in 1 µl encimske 
mešanice BP (komercialni komplet Gateway™ BP Clonase™ Enzyme Mix 
(ThermoFisher)). Reakcijo smo ustavili z dodatkom 1 μl Proteinaze K, ki je priložena 
komercialnemu kompletu. 
 
3.4.4 Elektroporacija celic Escherichia coli DH10B 
Elektroporacijo celic E. coli DH10B (30 µl) s produktom reakcije tehnologije Gateway 
(1 µl) smo izvedli z napravo MicroPulser (Bio-Rad) pri nastavitvah 1,8 kV v 1 mm 
elektroporacijskih kivetah. Po elektroporaciji smo celicam takoj dodali 600 µl gojišča 
SOC in celice eno uro stresali pri 37 °C. Celice smo 3 minute centrifugirali pri 4 000 xg, 
odstranili večino supernatanta in preostanek razmazali na LB plošče z ustreznim 
antibiotikom. Plošče smo preko noči inkubirali pri 37 °C. 
 
3.4.5 Direktni PCR na osnovi kolonije 
Vnos rekombinantnega vektorja v celice E. coli ali A. t. smo potrdili z direktnim PCR 
na osnovi kolonije. Reakcija je potekala v 25 µl in je vsebovala: 2,5 µl 10x PCR pufra, 
2,5 mM dNTP, 10 mM M13-FOR(-20), 10 mM M13-REV, 0,4 ul Taq polimeraze in del 
kolonije E. coli ali A. t. 
Pomnoževanje je potekalo v napravi PCR (Gradient 96, Biometra) pri naslednjih 
nastavitvah: 
 98 °C, 10 s 
 35 ciklov: 
98 °C, 10 s / 54 °C, 30 s / 72 °C, 60 s 
 72 °C, 2 min 
 4 °C, ∞ 
 
Produkte reakcije PCR smo nanesli na agarozni gel pripravljen iz 0,5x TBE pufra in 1,2 
% agaroze. Agarozna elektroforeza je potekala pri napetosti 120 V do optimalne ločbe. 
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3.4.6 Izolacija plazmida s komercialnim kompletom QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen) 
Izbrane kolonije E. coli, pri katerih smo z direktnim PCR na osnovi kolonije dobili 
pričakovan rezultat, smo nacepili v tekoče gojišče LB z ustreznim antibiotikom in jih 
preko noči gojili pri 37 °C in 120 rpm. Naslednji dan smo s komercialnim kompletom 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) izolirali plazmide tako, da smo sledili 
priloženemu protokolu proizvajalca. 
 
3.4.7 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
Izolirane plazmide smo sekvencirali pri internem sekvenčnem servisu inštituta James 
Hutton Institute. Za vsak plazmid smo izvedli dve sekvenčni reakciji, z M13-FOR(-20) 
in z M13-REV ZO (Priloga B). 
 
3.4.8 Reakcija LR tehnologije vnosa gena Gateway 
Izbrali smo naključni plazmid z ustreznim nukleotidnim zaporedjem in ga z reakcijo LR 
tehnologije Gateway prenesli v ustrezni destinacijski vektor Gateway (Prologa A). V 
5 µl reakciji smo zamešali 75 ng plazmida, 75 ng Gateway destinacijskega vektorja, 
1 µl encimske mešanice LR (komercialni komplet Gateway™ LR Clonase™ Enzyme 
mix (ThermoFisher)) in dopolnili z 1x pufrom TE do 5 µl. Reakcija je potekala preko 
noči pri 25 °C. Ustavili smo jo z dodatkom 1 μl Proteinaze K, ki je priložena 
komercialnemu kompletu. 
 
Z reakcijsko mešanico smo izvedli elektroporacijo celic E. coli, kot je opisano v 
poglavju 3.4.4, izvedli direktni PCR na osnovi kolonije (poglavje 3.4.5), izolirali 
potrjene plazmide (poglavje 3.4.6) in pravilnost transformacije potrdili s sekvenčno 
reakcijo (poglavje 3.4.7) z ustreznimi ZO (Priloga B). 
 
3.4.9 Elektroporacija celic Agrobacterium tumefaciens 
Naključne plazmide, ki so imeli pravilno zaporedje DNA, smo uporabili za 
transformacijo kompetentnih celic A. t. GV3101. Elektroporacijo celic A. t. GV3101 
(80 µl) z Gateway plazmidom (1 µl, 2-10 ng) smo izvedli z napravo MicroPulser (Bio-
Rad) pri nastavitvah 1,8 kV v 1 mm elektroporacijskih kivetah. Po elektroporaciji smo 
celicam takoj dodali 500 µl gojišča SOC, celice 90 min stresali pri 28 °C in 100 µl 
razmazali na plošče YEB z ustreznim antibiotikom. Plošče smo 2 dni inkubirali pri 
28 °C. Pred nadaljnjim delom smo izvedli direktni PCR na osnovi kolonije, v katerega 
smo dodali del kolonije A. t. (poglavje 3.4.5). 
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3.4.10 Agroinfiltracija v liste N. benthamiana (Nb) 
Po eno kolonijo A. t. GV3101, ki je vsebovala ustrezen konstrukt, smo inokulirali v 
20 ml tekočega gojišča YEB, ki smo mu dodali rifampicin (50 µg/ml), gentamicin 
(50 µg/ml) in spektinomicin (100 µg/ml). Bakterije smo preko noči stresali pri 28 °C in 
160 RPM. Naslednji dan smo celice razredčili v razmerju 1 : 10 000 s svežim gojiščem 
YEB z ustreznimi antibiotiki in bakterije ponovno stresali pri 28 °C in 160 RPM do 
eksponentne faze rasti (OD600 = 0,6). Celice smo posedli z 10 min centrifugiranjem pri 
537 xg, odstranili supernatant in pelet celic resuspendirali v 5 ml infiltracijskega pufra. 
Resuspendirane celice smo z infiltracijskim pufrom redčili na OD600 = 0,5, če smo jih 
potrebovali za testiranje HR ali za prenos western, oz na OD600 = 0,01, če smo jih 
potrebovali za konfokalno mikroskopijo. Tako pripravljeno suspenzijo celic smo na 
sobni temperaturi in v temi inkubirali 2 do 4 ure. 
 
Suspenzijo celic smo infiltrirali v liste 3 do 4 tednov stare rastline Nb. Za infiltracijo 
smo izbrali 2 do 3 večje liste. Spodnjo stran lista smo rahlo ranili z inzulinsko iglo in na 
ranjeno mesto prislonili inzulinsko brizgo s celično suspenzijo. Z enakomernim 
pritiskom na bat brizge smo celice vnesli v list. Z infiltracijo smo nadaljevali, dokler 
nismo začutili odpora lista, infiltriran del lista smo na zgornji strani označili z 
alkoholnim flomastrom. Liste, ki smo jih pripravili za prenos western smo infiltrirali na 
4 delih lista in vsakič zajeli površino približno 1 cm2. Rastline Nb, namenjene za 
konfokalno mikroskopijo in prenos western, smo 2 dni gojili pri 23 ± 2 °C in 16/8 urni 
(svetloba/tema) fotoperiodi, rastline Nb, namenjene za opazovanje pojava HR pa smo 
gojili do 5 dni. 
 
3.4.11 Agroinfiltracija v liste hmelja 
A. t. GV3101 smo pripravili tako, kot za agroinfiltracijo v liste tobaka (poglavje 3.4.10). 
Suspenzijo A. t. smo poskušali infiltrirati v liste hmelja, ki je rasel v loncih, in v liste 
hmelja iz tkivnih kultur, ki so nežnejši. Uporabili smo sorti Celeia in Wye Target. 
Infiltracijo smo izvajali na več načinov: 
 Injiciranje z brizgo, tako kot za agroinfiltracijo v liste tobaka (poglavje 3.4.10). 
 Injiciranje z brizgo po nanosu abrazivnega sredstva karborundum. 
 Liste hmelja smo najprej ranili z nanosom ščepca abrazivnega sredstva 
karborundum, nato pa smo z brizgo poskušali infiltrirati suspenzijo A. t. 
 Infiltracija z uporabo evaporatorja (Eppendorf). 
 Listne diske smo iz listov izrezali s plutovrtom št. 2, jih pomočili v 10 ml 
suspenzije A. t., posodice z listnimi diski prenesli v evaporator (Eppendorf), ki 
smo ga nastavili na program za evaporacijo vode, in vakuum vzdrževali, dokler 
niso listni diski potonili (približno 3 min). 
 Infiltracija z uporabo vakuumske črpalke: protokol dela je bil enak, kot pri 
infiltraciji z uporabo evaporatorja, le da smo za vzpostavitev vakuuma uporabili 
posodo priklopljeno na vodno vakuumsko črpalko. 
 Infiltracija z vakuumom, ki ga vzpostavimo v brizgi: listne diske smo iz listov 
izrezali s plutovrtom št. 2, jih vstavili v odprto brizgo, dodali 5 ml suspenzije 
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A. t. in brizgo ponovno sestavili. S prstom smo zamašili odprtino brizge in bat 
brizge večkrat sunkovito dvignili in spustili ter tako v brizgi vzpostavili vakuum. 
 
Listne diske smo vzdrževali v sterilni ddH2O, v petrijevkah, na sobni temperaturi s 
počasnim stresanjem. Tako pripravljene liste in listne diske smo po 2 dneh vizualizirali 
s fluorescenčnim mikroskopom. 
 
3.4.12 NaDS-page in prenos western rastlinskih proteinskih vzorcev 
Prenos western smo uporabili za potrditev izražanja v listih Nb, ki smo jih predhodno 
infiltrirali z A. t. GV3101, ki je vsebovala ustrezen konstrukt (poglavje 3.4.10). S 
plutovrtom smo pripravili listne izsečke infiltriranega dela lista v velikosti 1 cm2. Listne 
izsečke smo zamrznili s tekočim dušikom in shranili do uporabe. 
 
Vzorcu listnega diska smo dodali 100 µl 2x nanašalnega pufra NaDS-PAGE in listne 
diske homogenizirali z napravo za homogenizacijo vzorcev Tissue lyzer (Qiagen). 
Vzorce smo hitro centrifugirali in nanesli na NaDS-PAGE gel (NuPAGE™ 4-12% Bis-
Tris (Invitrogen)). Ločba je potekala v 1x ločevalnem pufru MOPS (pripravljen iz 
NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (20X) (Invitrogen)), 30 min pri 200 V. Gel 
smo prenesli na nitrocelulozno membrano (Invitrogen) za prenos western v 
elektroforezni komori (Invitrogen). Prenos na membrano je potekal 1 h pri 30 V. Po 
prenosu smo membrano pobarvali z barvilom Ponceau S in fotografirali. 
 
Membrano smo blokirali tako, da smo jo 1 h inkubirali v pufru za blokiranje iz 
posnetega mleka. Membrano smo nato prenesli v 1x pufer PBS s primarnimi protitelesi 
RFP antibody [5F8] (Chromotek), ki smo jih redčili v razmerju 1 : 4 000. Inkubacija je 
potekla čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo membrano dobro sprali z 1x pufrom PBS in 
jo nato 2 h inkubirali v sekundarnih protitelesih Anti-Rat IG HRP antibody (Sigma-
Aldrich), ki smo jih redčili v razmerju 1 : 5 000. Proteinske lise smo detektirali s 
komercialnim kompletom Super Signal West Femto ECL substrate (Thermo Scientific). 
 
3.4.13 Konfokalna mikroskopija 
Za konfokalno mikroskopijo smo uporabili liste Nb, ki smo jih predhodno infiltirali z 
A. t. GV3101, ki je vsebovala ustrezen konstrukt (poglavje 3.4.10). List smo ranili z iglo 
in na ranjenem mestu z brizgo infiltrirali sterilno ddH2O. Odrezali smo kos lista v 
velikosti objektnega stekla in ga s pomočjo obojestranskega lepilnega traku s spodnjo 
stranjo navzgor pritrdili na objektno steklo. Preparat smo mikroskopirali s konfokalnim 
mikroskopom Zeiss 710 (Zeiss) z nastavitvami za vizualizacijo proteina mRFP 
(ekscitacija pri 561 nm in emisija med 600 in 630 nm). Za vsak konstrukt smo posneli 
vsaj 5 fotografij sestavljenih iz več zaporednih fotografij posnetih v z-osi, ki so 
prikazovale celotno rastlinsko celico, jedro z jedrcem ali membrano. Poskus smo za 
vsak konstrukt ponovili vsaj 3 krat. 
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3.4.14 Preobčutljivostni odziv 
Preobčutljivostni odziv Nb po agroinfiltraciji smo spremljali z opazovanjem listov za 
pojav nekroze 2, 3 in 5 dni po agroinfiltraciji. 
 
3.5 KVASNI DVOHIBRIDNI SISTEM (Y2H) 
 
3.5.1 Priprava plazmidov za izvedbo Y2H z tehnologijo Gateway 
Izbrane gene smo z reakcijo LR tehnologije vnosa genov Gateway (Poglavje 3.4.8) iz 
vektorja pENTRY vnesli v vektorja pDEST32 in pDEST22 (Priloga A). Velikost 
insertov smo potrdili z direktnim PCR na osnovi kolonije (Poglavje 3.4.5) in 
sekvenciranjem (Poglavji 3.4.6, 3.4.7) z ZO Bait-F ali Prey-F in Prey-R (Priloga B). 
 
3.5.2 Transformacija kompetentnih celic Saccharomyces cerevisiae 
Celice S. cerevisiae MV203 smo nacepili v 10 ml gojišča YPAD in preko noči gojili pri 
30 °C in 120 RPM. Naslednje jutro smo celice s svežim gojiščem razredčili na 
OD600 = 0,04 in približno 3 h gojili pri 30 °C in 120 RPM. Ko so celice dosegle 
OD600 = 0,4, smo 40 ml suspenzije celic 5 min centrifugirali pri 250 RPM. Supernatant 
smo odstranili in celice resuspendirali v 20 ml ddH2O ter ponovno centrifugirali. Pelet 
celic smo resuspendirali v 0,75 ml 1x LiAc. 
 
100 ng izbranega plazmida smo dodali 10 ng komercialne DNA (Herring Sperm DNA, 
Promega) in 70 µl mešanice 40 % PEG, 1x LiAc ter 1x TE in nežno premešali s 
pipetiranjem. Mešanico smo 30 min inkubirali pri 30 °C in nato izvedli toplotni šok s 
7 min inkubacijo pri 42 °C. Mešanico smo 1 min centrifugirali pri 1 000 xg, odstranili 
supernatant in resuspendirali v 100 µl sterilne ddH2O. Transformirane celice smo 
razmazali na plošče SC-LW in jih 2 dni inkubirali pri 30 °C. 
 
3.5.3 Iskanje interaktorjev v knjižnici cDNA iz krompirja 
Celice S. cerevisiae MV203 transformirane z izbranimi plazmidi pDEST32 smo 
ponovno pripravili kot kompetentne celice (poglavje 3.5.2) in jih transformirali z 1 µg 
plazmidne mešanice knjižnice cDNA iz krompirja, ki jo posedujejo na inštitutu James 
Hutton Institute. 10 µl transformacijske mešanice smo razmazali na plošče z gojiščem 
SC-LW, preostanek pa na nadstandardno velike plošče z gojiščem SC-LWH, ki je 
vseboval 10 mM 3-amino-1,2,4-triazol (Sigma-Aldrich). Plošče smo oblepili s 
parafilmom in 2 do 3 dni inkubirali pri 30 °C. 
 
Posamezne kolonije, ki so zrastle na ploščah SC-LWH smo resuspendirali v 100 µl 
sterilne ddH2O. Po 3 µl suspenzije smo prenesli na sveža trdna gojišča: 
 gojišče SC-LW za pozitivno kontrolo rasti in izolacijo plazmidov, 
 gojišče SC-LWH za identifikacijo blagih interakcij, 
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 gojišče SC-LWU za identifikacijo močnih interakcij, 
 gojišče SC-LW s sterilno nitrocelulozno membrano za izvedbo testa z X-gal. 
 
Hkrati smo na plošče nacepili 3 kontrolne seve kvasovk, ki služijo kot kontrole 
interakcij (brez interakcije, šibka interakcija, močna interakcija). Plošče smo oblepili s 
parafilmom in 2 do 3 dni inkubirali pri 30 °C. 
 
Za izvedbo testa z X-gal smo v digestoriju sveže zamešali 200 µg X-gal (Sigma-
Aldrich), 200 µl dimetilformamida (Sigma-Aldrich), 120 µl 2-mercaptoetanola (Sigma-
Aldrich) in dopolnili do 20 ml s pufrom Z. Mešanico smo prelili v večjo posodo s filter 
papirjem in na filter papir položili nitrocelulozno membrano s kolonijami kvasovk, ki 
smo jo predhodno lizirali tako, da smo jih za 30 s namočili v tekoči dušik. Membrano 
smo na omočenem filter papirju preko noči inkubirali v inkubatorju pri 30 °C, ki je bil 
nameščen znotraj digestorija. Naslednji dan smo membrano osušili in opazovali pojav 
modre obarvanosti. 
 
Izbrane kolonije kvasovk, ki so bile pozitivne na vsaj dveh testih, smo iz trdnega gojišča 
SC-LW nacepili v 5 ml tekočega gojišča SC-LW in preko noči gojili pri 30 °C in 
120 rpm. Plazmide smo izolirali s komercialnim kompletom QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qiagen). Protokol smo prilagodili tako, da smo pelet iz 1,5 ml suspenzije kvasovk 
raztopili v pufru P1, ki smo mu dodali 2 µl zimoliaze (Sigma-Aldrich). Mešanico smo 
1 h inkubirali pri 37 °C, nato smo dodali 150 µl pufra P2 in 210 µl pufra N3. Filter 
centrifugirke, ki je priložen komercialnemu kompletu, smo zavrgli in uporabljali filter 
centrifugirke iz komercialnega kompleta MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). Elucija 
je potekala z 10 µl elucijskega pufra. Pri preostalih delih izolacije plazmida smo sledili 
protokolu, ki je priložen komercialnemu kompletu. 
 
Eluirane plazmide smo uporabili za transformacijo E. coli DH10B (Poglavje 3.4.4), nato 
smo celice preko noči gojili na gojišču LB z dodanim ampicilinom (100 µg/ml), izolirali 
plazmide (Poglavje 3.4.6) in jih sekvencirali (3.4.7) z ZO Prey-F in Prey-R (Priloga B). 
Plazmide z zanimivimi nukleotidnimi zaporedji smo uporabili za ponovno 
transformacijo celic S. cerevisiae MV203, že transformiranih z izbranimi plazmidi 
pDEST32, in kotransformante v več paralelkah nacepili na zgoraj opisana gojišča ter 
izvedli test z X-gal. Delovanje gojišč in testa z X-gal smo preverili s kontrolnimi sevi 
kvasovk. 
 
3.5.4 Kvasni dvohibridni sistem (Y2H) za potrjevanje dimerizacije efektorjev 
Za izvedbo Y2H za potrjevanje dimerizacije efektorjev smo uporabili celice 
S. cerevisiae MV203, transformirane z izbranimi plazmidi pDEST32, ki smo jih 
ponovno transformirali z izbranimi plazmidi pDEST22 (Poglavje 3.5.1). Pri delu smo 
sledili protokolu opisanemu v poglavju 3.5.2. Transformante smo v več paralelkah 
nacepili na selekcijska gojišča in na nitrocelulozno membrano ter opazovali rast in 
spremembo obarvanosti pri testu z X-gal, kot je opisano v poglavju 3.5.3. 
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3.6 ANALIZA ZAPOREDIJ Vna8.213 (VnaChtBP) V RAZLIČNIH IZOLATIH IZ 
RODA Verticillium 
DNA različnih sevov glive Verticillium smo pridobili od Inštituta za hmeljarstvo in 
pivovarstvo Slovenije (Priloga E). 
 
3.6.1 Reakcija PCR za pomnoževanje nukleotidnih zaporedij Vna8.213 v različnih 
glivnih izolatih  
Reakcija PCR je potekala v 50 µl, za pomnoževanje smo uporabili 1 µl polimeraze 
Q5
®
 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB), 500 nM gensko specifičnih ZO (Priloga B) 
in 100 ng DNA. Pomnoževanje je potekalo v napravi PCR (2720 Thermal Cycler, 
Applied Biosystems) pri naslednjih časovno-temperaturnih pogojih: 
 95 °C, 10 s 
 35 ciklov: 
95 °C, 10 s / 58 °C, 30 s / 72 °C, 90 s 
 72 °C, 1,5 min 
 4 °C, ∞ 
 
Produkte reakcije PCR smo nanesli na agarozni gel in očistili, kot je opisano v poglavju 
3.4.2. Produktom PCR smo na 3' konec dodali adeninski štrleči konec, ki je nujen za 
vnos v vektor pGEM®-T Easy (Promega). Reakcijska mešanica je vsebovala: 5 µl 
očiščenega produkta PCR, 1 µl 10x PCR pufra, 2 µl 1 mM dATP, 0,1 µl polimeraze 
KAPA Taq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich) in 1,9 µl ddH2O. Dodajanje štrlečega 
adeninskega konca je potekalo 20 min v napravi PCR (2720 Thermal Cycler, Applied 
Biosystems), pri 72°C. 
 
3.6.2 Vnos gena v vektor s tehnologijo pGEM-T Easy 
Produkte PCR z adeninskimi štrlečimi konci smo prenesli v vektor pGEM-T Easy 
(Promega). Reakcijska mešanica je vsebovala: 2,5 µl pufra 2X Rapid Ligation Buffer, 
0,5 µl vektorja pGEM-T Easy, 0,5 µl ligaze T4 (Promega) in 1,5 µl produkta PCR. 
Ligacija je potekala preko noči na 4 °C. 
 
3.6.3 Transformacija kemijsko kompetentnih celic E. coli DH5α 
Ligacijsko mešanico smo uporabili za transformacijo kemijsko kompetentnih celic 
E. coli DH5α. Celice smo odtajali na ledu in 50 µl celic dodali 3 µl ligacijske mešanice 
ter 20 min inkubirali na ledu. Nato smo izvedli toplotni šok (segrevanje na 42 °C, za 
4 s) kateremu je sledilo 3 min ohlajanje na ledu. Celicam smo dodali 450 µl gojišča 
SOC in 1 h inkubirali na 37 °C in 120 RPM. Celice smo razmazali na plošče LB z 
dodanim karbenicilinom (100 mg/l), IPTG (100 mg/l) in X-gal (0,2 mM) ter preko noči 
inkubirali na 37 °C. 
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Vnos rekombinantnega vektorja v celice E. coli smo potrdili s PCR na osnovi kolonije. 
Na ploščah smo poiskali bele kolonije in del kolonije s sterilnim zobotrebcem prenesli v 
80 µl 1x pufra TE. Sledila je liza celic v napravi PCR (2720 Thermal Cycler, Applied 
Biosystems) z 10 min segrevanjem na 98 °C. Pridobljen lizat smo uporabili kot 
matrično DNA v reakciji PCR. 
 
PCR je potekal v 10 µl in reakcija je vsebovala: 1 µl 10x PCR pufra, 0,8 µl dNTP, 
0,5 µl ZO T7p in 0,5 µl ZO SP6 (Priloga B), 0,05 ul Taq polimeraze in 2,5 µl matrične 
DNA. Pomnoževanje je potekalo v napravi PCR (2720 Thermal Cycler, Applied 
Biosystems) pri naslednjih nastavitvah: 
 98 °C, 10 s 
 35 ciklov: 
98 °C, 10 s / 54 °C, 30 s / 72 °C, 60 s 
 72 °C, 2 min 
 4 °C, ∞ 
 
Produkte reakcije PCR smo nanesli na agarozni gel, pripravljen iz 0,5x pufra TBE in 
1,2 % agaroze. Agarozna elektroforeza je potekala pri napetosti 120 V do optimalne 
ločbe. 
 
3.6.4 Izolacija plazmida s komercialnim kompletom High Pure Plasmid Isolation 
Kit (Roche) 
Izbrane kolonije E. coli, pri katerih smo s PCR na osnovi kolonije dobili pričakovan 
rezultat, smo nacepili v tekoče gojišče LB z dodanim karbenicilinom (100 mg/l) in jih 
preko noči gojili na 37 °C in 120 rpm. Naslednji dan smo s komercialnim kompletom 
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) izolirali plazmide tako, da smo pri izolaciji 
sledili proizvajalčevemu protokolu. 
 
3.6.5 Sekvenčna reakcija s komercialnim kompletom BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
Za vsak sev glive Verticillium, pri katerem smo uspešno prenesli gen Vna8.213, smo 
izbrali vsaj dva plazmida in za vsakega s komercialnim kompletom BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) izvedli po 4 sekvenčne reakcije. 
Izbrali smo ZO, ki prilegata na ogrodje plazmida pGEM-T-Easy (T7p in SP6), in ZO, ki 
prilegata na notranjost tarčnega zaporedja gena (CBM18_505F in CBM18_678R) 
(Priloga B). 
 
Sekvenčna reakcija je potekala v 10 µl in je vsebovala: 2 µl 5x pufra BD, 0,5 µl 
BigDye, 0,2 µl posameznega ZO in 30 ng plazmida pGEM-T-Easy-VnaChtBP. Pogoji 
sekvenčne reakcije so bili: 
 93 °C, 3 min 
 99 ciklov: 
96 °C, 10 s / 50 °C, 10 s / 60 °C, 4 min 
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 72 °C, 7 min 
 4 °C, ∞ 
 
Sekvenčno reakcijo smo očistili s precipitacijo z etanolom in EDTA. Vzorcem v plošči 
za PCR smo dodali 2,5 μl 125 mM EDTA (pH 8.0) (Sigma-Aldrich) in 30 μl etanola 
(VWR). Ploščo smo kratko centrifugirali, prekrili s folijo in 15 min inkubirali v temi na 
sobni temperaturi. Ploščo smo 55 min centrifugirali pri 2 250 xg in 4 °C. Po 
centrifugiranju smo odstranili ves etanol in DNA raztopili v 12 μl formamida. Tako 
pripravljene vzorce smo poslali na nadaljnjo analizo na napravi ABI 3130XL na 
Oddelku za zootehniko. Nukleotidna zaporedja smo analizirali s programom 
CodonCode Aligner V7.1.2 (CodonCode Co.). 
 
3.7 PRIPRAVA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
3.7.1  Vnos gena s tehnologijo Gibson Assembly (NEB)  
Plazmidne konstrukte za pripravo rekombinantnih proteinov smo pripravili s 
komercialnim kompletom Gibson Assembly cloning kit (NEB). 
 
Plazmid pET32a(+) (NEB) (v nadaljevanju pET32a) smo linearizirali z restrikcijsko 
reakcijo. Izbrali smo tako kombinacijo restrikcijskih encimov, ki je iz plazmida izrezala 
večji del poliklonskega mesta. V 30 µl reakciji smo zamešali 2,25 µg plazmida pET32a, 
3 µl restrikcijskega encima XhoI (NEB), 3 µl restrikcijskega encima NcoI-HF (NEB) in 
3 µl pufra NEBuffer 2 (NEB). Restrikcijsko mešanico smo 4 h inkubirali pri 37 °C, nato 
pa smo restrikcijske encime inaktivirali z 20 min segrevanjem na 80 °C. Restrikcijsko 
reakcijo smo nanesli na agarozni gel višine 1 cm, ki je vseboval 1,5 % agaroze. 
Elektroforeza je potekala 2 uri pri 90 V. Gel smo presvetlili z transiluminatorjem UV in 
iz gela s skalpelom in pinceto izrezali fragment ustrezne velikosti. Fragment smo očistili 
s komercialnim kompletom Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) 
tako, da smo sledili proizvajalčevemu protokolu. 
 
Plazmid pGEM-T-Easy, ki je že vseboval gen VnaChtBP, smo uporabili kot matriko za 
pomnoževanje s PCR. Za gen VnaSSP4.2 pa smo kot matriko za pomnoževanje s PCR 
uporabili sintetičen gen (Integrated DNA Technologies). Genoma smo s PCR dodali 
štrleče konce, ki so komplementarni robnim nukleotidnim zaporedjem razrezanega 
plazmida. Pri dizajnu ZO (Priloga B) smo z dodatkom distančnih nukleotidov poskrbeli, 
da bo bralni okvir novega plazmida ostal smiselen. 
 
PCR je potekal v 50 µl in je vseboval: 10 µl 5x PCR pufra, 4 mM dNTP, 10 mM 
vsakega ZO, 0,25 µl polimeraze (Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, NEB) in 25 ng 
matrične DNA. Pomnoževanje je potekalo v napravi PCR (2720 Thermal Cycler, 
Applied Biosystems) pri naslednjih nastavitvah: 
 98 °C, 30 s 
 35 ciklov: 
98 °C, 10 s / 70 °C, 30 s / 72 °C, 3 min 
 72 °C, 2 min 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
45 
 
 4 °C, ∞ 
 
Reakcijo smo nanesli na agarozni gel, elektroforeza je potekala 2 uri pri 90 V. Gel smo 
presvetlili z transiluminatorjem UV in iz gela s skalpelom in pinceto izrezali fragmenta 
ustreznih velikosti. Fragmenta smo očistili s komercialnim kompletom Silica Bead 
DNA Gel Extraction Kit (Thermo Scientific); pri delu smo sledili proizvajalčevemu 
protokolu. 
 
Reakcija vnosa gena s tehnologijo Gibson Assembly je vsebovala: 
 Za VnaSSP4.2: 0,04 pmol očiščenega fragmenta VnaSSP4.2 s preveski, 
0,02 pmol očiščenega lineariziranega vektorja pET32a(+), 10 µl encimske 
mešanice (2X Gibson Assembly Master Mix, NEB) in 5 µl ddH2O. 
 Za VnaChtBP: 0,025 pmol očiščenega fragmenta VnaChtBP s preveski, 
0,025 pmol očiščenega lineariziranega vektorja pET32a(+) in 10 µl encimske 
mešanice (2X Gibson Assembly Master Mix, NEB). 
 
Reakciji smo 15 min inkubirali pri 50 °C in ju do uporabe hranili v zamrzovalniku. 
Tako pripravljeno reakcijo smo uporabili za transformacijo kemijsko kompetentnih 
celic E. coli DH5α.  
 
3.7.2 Transformacija kemijsko kompetentnih celic E. coli DH5α 
Za transformacijo kemijsko kompetentnih celic E. coli DH5α smo uporabili 100 µl na 
ledu odtaljenih celic in 2 µl mešanice Gibson Assembly. Celicam smo dodali mešanico 
Gibson Assembly in jih 20 min inkubirali na ledu. Nato smo izvedli toplotni šok z 1 min 
segrevanjem na 42 °C, ki mu je sledilo 3 min ohlajanje na ledu. Celicam smo dodali 
900 µl na 37 °C segretega medija SOC. Celice smo 1 h inkubirali pri 37 °C in 120 RPM 
ter jih razmazali na plošče LB s karbenicilinom (100 µg/ml). Plošče smo ovili s 
parafilmom in jih preko noči inkubirali pri 37 °C. 
 
Uspešnost transformacije in vnosa gena smo potrdili s PCR na osnovi kolonije, izolacijo 
plazmida in sekvenciranjem, kot je opisano v poglavjih 3.6.4 in 3.6.5, le da smo 
uporabili gensko specifične ZO (Priloga B). 
 
Plazmide s potrjenim nukleotidnim zaporedjem smo uporabili za transformacijo celic E. 
coli, ki omogočajo izražanje rekombinantnih proteinov. Uporabili smo komercialno 
dostopna seva E. coli BL21 (Promega) in E. coli SHuffle (NEB). Za transformacijo smo 
uporabili 100 ng plazmida in jo izvedli po postopku, ki je opisan zgoraj. V celice E. coli 
BL21 (Promega) in E. coli SHuffle (NEB) smo vstavili tudi prazen vektor pET32a, ki je 
služil kot kontrola pri optimizaciji pogojev izražanja. Uspešnost transformacije smo 
potrdili s PCR na osnovi kolonije, kot je opisano v poglavju 3.6.3, le da smo uporabili 
gensko specifične ZO (Priloga B). 
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3.7.3 Optimizacija pogojev izražanja rekombinantnih proteinov 
Izražanje rekombinantnih proteinov VnaSSP4.2 in VnaChtBP je potekalo v celicah 
E. coli BL21 ali E. coli SHuffle. V tekoče gojišče LB z dodatkom karbenicilina 
(50 µg/ml) smo nacepili po 1 kolonijo E. coli in celice preko noči gojili pri 37 °C 
(BL21) oz. 30 °C (SHuffle) in 160 RPM. Naslednje jutro smo prekonočno kulturo 
redčili s svežim gojiščem LB z dodatkom karbenicilina (50 µg/ml) v razmerju 1 : 100 
(za BL21) ali 1 : 50 (za SHuffle). Celice smo gojili pri 37 °C (BL21) oz. 30 °C 
(SHuffle) in 160 RPM in spremljali rast. Izražanje smo sprožili z dodatkom IPTG, ko so 
celice dosegle OD600 = 0,5. Nato je izražanje na ustrezni temperaturi potekalo do 
stacionarne faze rasti (praviloma preko noči). Pri optimizaciji pogojev izražanja smo 
spreminjali volumen gojišča, temperaturo in koncentracijo IPTG. 
 
Izražanje rekombinantnih proteinov smo potrdili z analizo na NaDS-page gelu in po 
prenosu western. Vzorce za ločbo proteinov z NaDS-page smo pridobili iz ustreznega 
volumna gojišča, ki je predstavljal 7,5 x 109 celic. Celice smo 4 min centrifugirali pri 
4 000 xg in 4 °C ter pelet sprali s pufrom za resuspenzijo 1. Spran pelet smo raztopili v 
750 µl pufra za resuspenzijo 1 in z ultrazvočnim sonikatorjem (BioLogics-Inc, 
Ultrasonic homogeniser 150VT) celično suspenzijo lizirali na ledu 2 min oz dokler ni 
suspenzija postala prozorna. Za vzorec celokupnih proteinov smo odvzeli 10 µl 
celičnega lizata, kar znaša 1,5 x 108 celic. Preostanek smo 2 min centrifugirali pri 
maksimalni hitrosti centrifuge in pri 4 °C. Odvzeli smo 15 µl supernatanta (kar znaša 
2 x 10
8
 celic), ki je predstavljal topno frakcijo. Pelet smo raztopili v 75 µl pufra za 
resuspenzijo 1 in od tega 15 µl (kar znaša 2 x 108 celic) nanesli na NaDS-page gel. 
 
Najprej smo optimizirali ustreznost sistema izražanja in primerjali izražanje 
rekombinantnih proteinov pri sevih E. coli BL21 in SHuffle. Hkrati smo optimizirali 
tudi temperaturne pogoje izražanja (16 °C, 25 °C, 30 °C). Sintezo rekombinantnih 
proteinov smo sprožili pri redčeni prekonočni kulturi (OD600 = 0,5) z dodatkom 1 mM 
IPTG in celice prestavili na ustrezno temperaturo (10 °C, 16 °C, 25 °C ali 30 °C) ter 
stresali pri 160 RPM do stacionarne faze rasti. Odvzeli smo vzorce za analizo proteinov, 
jih ustrezno pripravili in izvedli NaDS-page in prenos western . 
 
Ko smo izbrali najprimernejši sistem izražanja in temperaturne parametre za posamezen 
protein, smo želeli pridobiti višjo koncentracijo proteina z optimizacijo koncentracije 
induktorja IPTG. Odločili smo se, da preverimo tudi optimalno koncentracijo IPTG za 
indukcijo sinteze rekombinantnih proteinov. Optimalno koncentracijo smo iskali samo 
pri tistih pogojih tipa celic in temperature, ki so v prejšnjem poskusu dali najboljši 
rezultat. Preizkusili smo indukcijo z 0,1, 0,5 in 1 mM IPTG. Celice smo gojili in 
analizirali na enak način, kot je opisano zgoraj, le da smo spreminjali koncentracijo 
IPTG. 
 
3.7.4 Analiza izražanja rekombinantnih proteinov z NaDS-page in prenosom 
western 
Vzorce totalnih proteinov, supernatnanta in peleta celic E. coli, pri katerih smo sprožili 
izražanje rekombinantnih proteinov, smo nanesli na NaDS-page in izvedli prenos 
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western, s katerim smo želeli ugotoviti raven izražanja rekombinantnega proteina. 
Vzorce smo pripravili tako, kot je prikazano v preglednici (Preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Volumni vzorcev, nanašalnega pufra in DTT za nanos na NaDS-page gel in število 
celic, ki ustreza nanosu  
Table 3: Volumes of samples, loading buffer and DTT needed for loading into one SDS-page well 
and the number of loaded cells in this sample 
 Totalni proteini (µl) Supernatant (µl) Pelet (µl) 
Vzorec 10 15 15 
Nanašalni pufer  3,8 5,8 5,8 
DTT  1,5 2,3 2,3 
Število celic 1,5 · 10
8 2 · 108 2 · 108 
 
Pripravljene vzorce smo hitro centrifugirali in nanesli na NaDS-PAGE gel (Bolt 4-12% 
Bis-Tris Plus Gels (Invitrogen)). Ločba je potekala v 1x ločevalnem pufru MOPS ali 1x 
MES (pripravljen iz 20X Bolt™ MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen) oz. 20X 
Bolt™ MES SDS Running Buffer (Invitrogen)), 32 min (1x MOPS) oz. 20 min (1x 
MES) pri 200 V. Gel smo prenesli na membrano PVDF (Invitrogen) za prenos western 
v elektroforeznemu modulu Bolt Mini Blot (Thermo Fisher Scientific). Prenos na 
membrano je potekal 1 h pri 30 V. Po prenosu smo membrano pobarvali z barvilom 
Ponceau S in fotografirali. 
 
Membrano smo blokirali tako, da smo jo 1 h inkubirali v pufru za blokiranje iz BSA. 
Membrano smo nato prenesli v 1x pufer PBS s primarnimi protitelesi His-probe 
Antibody (H-3) (SCBT), ki smo jih redčili v razmerju 1 : 4 000. Inkubacija je potekala 
čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo membrano dobro sprali z 1x pufrom PBS in jo nato 
2 h inkubirali v sekundarnih protitelesih chicken anti-mouse IgG-HRP (SCBT), ki smo 
jih redčili s pufrom PBS v razmerju 1 : 5 000. Proteinske lise smo detektirali s 
komercialnim kompletom Pierce ECL Substrate (Thermo Scientific) in fotografirali z 
napravo BioSpectrum810 (UVP). 
 
3.7.5 Izolacija rekombinantnega proteina z napravo FPLC 
Izolacijo rekombinantnega proteina smo izvedli na napravi Äkta (GE Healthcare Life 
Sciences) za tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov (FPLC). Delali smo 
s 100 ml kulture E. coli, ki je bila pripravljena glede na optimizirane pogoje izražanja. 
Celice smo centrifugirali, pelet sprali in raztopili v 10 ml pufra za resuspenzijo 3. Hkrati 
smo odvzeli in pripravili vzorce za nanos na NaDS-page gel in analizo western. Celično 
suspenzijo smo razbili na ledu s 15 min soniciranjem, ki smo ga nekajkrat prekinili in s 
tem omogočili ohlajanje lizata. Lizat smo pred nanosom 1 h centrifugirali pri 50 000 xg 
in supernatant filtrirali skozi 0,22 µm filter. Pripravljen lizat smo nanesli na kolono 
(cOmplete™ His-Tag Purification Column, ROCHE), ki smo jo predhodno sprali s 
pufrom za resuspenzijo. Elucijo na kolono vezanih proteinov smo izvedli na napravi 
FPLC s počasnim dviganjem koncentracije imidazola v elucijskem pufru. Koncentracijo 
proteinov smo spremljali preko absorbance pri 280 nm. Ko smo zaznali porast 
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absorbance, smo začeli z lovljenjem frakcij po 1,5 ml. Po nanosu celičnega lizata smo 
kolono ponovno sprali s pufrom za resuspenzijo in s tem odstranili nevezane proteine. 
 
Ulovljene frakcije smo analizirali z NaDS-page in združili tiste, ki so vsebovale veliko 
rekombinantnega proteina in čim manj nečistoč. Združenim frakcijam smo odstranili 
imidazol s centrifugiranjem na 3 kDa filter centrifugirkah Amicon Ultra-15 Centrifugal 
Filter Units (Merck). 
 
Polovico vzorca smo shranili v pufer za resuspenzijo 1, ostalo pa v pufer za 
resuspenzijo 2. Vzorce smo alikvotirali v manjše volumne in shranili na -80 °C. 
Določenim vzorcem smo pred zamrzovanjem dodali inhibitorje proteaz Protease 
Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich). 
 
3.7.6 Izolacija rekombinantnega proteina iz inkluzijskih telesc 
Za izolacijo rekombinantnega proteina iz inkluzijskih telesc smo sledili protokolu, ki so 
ga objavili Qi in sod. (2015). Glede na optimalne pogoje, ki smo jih določili v postopku 
optimizacije izražanja, smo pripravili 1 l suspenzije celic E. coli. Suspenzijo celic smo 
20 min centrifugirali pri 5 000 xg in 4 °C, odstranili supernatant in pelet resuspendirali 
v 30 ml pufra PBS za spiranje. Celično suspenzijo smo razbili na ledu s 15 min 
soniciranjem, ki smo ga nekajkrat prekinili in s tem omogočili ohlajanje lizata. Lizat 
smo 15 min centrifugirali pri 12 000 xg in 4 °C, odstranili supernatant in pelet trikrat 
sprali s 30 ml pufra PBS za spiranje. Pelet smo resuspendirali v 30 ml pufra PBS z ureo, 
zamrznili pri -20 °C, in nato počasi odtajali na sobni temperaturi. Vzorec smo 15 min 
centrifugirali pri 12 000 xg in 4 °C. Nastali supernatant naj bi vseboval topno obliko 
rekombinantnega proteina. Tekom izolacije smo v več korakih odvzeli alikvot za 
analizo na NaDS-page gelu. 
 
Rekombinantni protein, izoliran iz inkulzijskih telesc, smo dodatno očistili s 
komercialnim kompletom Ni-NTA Spin Columns (Qiagen), ki omogoča čiščenje z 
vezavo na kolono preko his oznake. Pri delu smo sledili proizvajalčevemu protokolu. 
Imidazol smo odstranili in rekombinantni protein koncentrirali s centrifugiranjem preko 
3 kDa filter centrifugirk Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Merck). Vzorec smo 
shranili v pufer za resuspenzijo 1, ga alikvotirali v manjše volumne in shranili na -80 
°C. Določenim vzorcem smo pred zamrzovanjem dodali inhibitorje proteaz Protease 
Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich). 
 
3.7.7 Določanje koncentracije proteinov 
Koncentracijo proteinov v vzorcih smo določali s komercialnim kompletom Pierce 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Pri vsakem merjenju smo na novo izdelali 
umeritveno krivuljo in za njeno pripravo uporabili različne koncentracije BSA, 
raztopljene v pufru, v katerem je bil raztopljen preučevani vzorec. Pri delu smo sledili 
proizvajalčevemu protokolu za mikrotitrne plošče, vendar smo absorbanco merili v 
70 µl kivetah (Brand) s spektrofotometrom (Eppendorf, BioPhotometer). 
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3.7.8 Cirkularni dikroizem 
S cirkularnim dikroizmom (CD) smo preverjali pravilnost zvijta rekombinantnih 
proteinov. Rekombinantnim proteinom smo s 3kDa filter centrifugirkami Amicon Ultra-
15 Centrifugal Filter Units (Merck) zamenjali Pufer za shranjevanje 1 za fosfatni pufer 
(50 mM NaH2PO4, pH 8,0), ki je primeren za merjenje CD. 
 
Meritve spektrov CD smo izvedli na napravi AVIV 62A DS spektropolarimeter (Aviv) 
v območju 200 do 280 nm. Najprej smo izvedli meritev ozadja fosfatnega pufra, meritev 
smo ponovili 10-krat. Nato smo merili spektre CD za posamezen rekombinantni protein. 
Koncentracijo rekombinantnega proteina smo med poskusom prilagajali tako, da smo z 
višanjem ali nižanjem koncentracije ulovili optimalne merilne parametre. Merjenje 
spektrov CD za rekombinantne proteine smo izvedli v merilnem območju 20 °C do 
90 °C, temperaturo smo dvigovali v korakih po 10 °C s toleranco 1 °C in pri vsaki 
temperaturi zabeležili 5 meritev. Meritvam z višanjem temperature je sledila zaključna 
meritev spektra CD pri sobni temperaturi. Dobljene podatke smo izvozili v Excel 
datoteko in analizirali spremembo spektrov CD v odvisnosti od temperature. 
 
3.8 ANALIZA SPOSOBNOSTI VEZAVE TARČNIH MOLEKUL 
3.8.1 Sposobnost vezave hitina 
Za protein, ki ima predvideno sposobnost vezave hitina, smo izvedli sedimentacijski test 
vezave na različne, v vodi netopne ogljikove hidrate. Protokol smo povzeli po objavi 
van den Burg in sod. (2006). 15 µg rekombinantnega proteina smo v 
mikrocentrifugirkah zmešali z 1,5 mg magnentih kroglic s hitinom (NEB), s hitinom iz 
rakovih oklepov (Sigma-Aldrich), s celulozo (Sigma-Aldrich), s ksilanom (Apollo 
Scientific) ali brez dodatkov (negativna kontrola). Mešanice smo 2 h inkubirali na sobni 
temperaturi in konstantno stresali pri 350 RPM. Vzorce smo 5 min centrifugirali pri 
13 000 xg in shranili supernatant. Pelet smo trikrat sprali z 800 µl pufra za 
resuspenzijo 1. Vzorce smo pripravili za nanos na NaDS-page gel in analizo westernu in 
izvedli ločbo, prenos ter detekcijo, kot je opisano v poglavju 3.7.4. Prisotnost 
rekombinantnega proteina v peletu je indic vezave na ogljikov hidrat. 
 
3.8.2 Sposobnost vezave lipidov 
Za protein, ki ima predvideno sposobnost vezave lipidov, smo izvedli test vezave na 
različne lipide. Uporabili smo lipidne stripe Membrane Lipid Strips in Sphingo Strips 
(Echelon). Lipidne stripe smo v 10 ml pufra PBS-T s 3 % BSA (Sigma-Aldrich) 
inkubirali 1 h pri sobni temperaturi in 150 RPM. Pufer smo odlili in dodali 5 ml pufra 
PBS-T z 2,5 µg ali s 25 µg VnaSSP4.2 in inkubirali 1 h pri sobni temperaturi in 
150 RPM. Pufer smo odstranili in strip trikrat po 10 min spirali s 5 ml pufra PBS-T. 
Sledila je detekcija vezanih proteinov s protitelesi: strip smo v 5 ml PBS-T z anti-his 
protitelesi (1 : 2 000) inkubirali 1 h pri sobni temperaturi in 150 RPM, nato smo 
ponovno trikrat po 10 min spirali s 5 ml pufra PBS-T in dodali 5 ml PBS-T z anti-
mouse protitelesi (1 : 2 000) ter inkubirali 1 h pri sobni temperaturi in 150 RPM. Sledila 
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je detekcija z luminolom, kot je opisano v poglavju 3.7.4. Indic vezave 
rekombinantnega proteina na lipid je detektirana proteinska lisa na membrani na mestu 
nanosa lipida. 
 
3.9 TESTI IMUNSKEGA ODZIVA RASTLIN NA VnaSSP4.2 IN VnaChtBP 
3.9.1 Spremljanje odziva HR pri N. benthamiana (Nb) 
Spremljali smo preobčutljivostni odziv Nb na infiltracijo rekombinantnih proteinov. 
Protokol smo povzeli po objavi Liu W. in sod. (2014). 
 
List 3-5 tednov stare rastline Nb smo na spodnji strani ranili z iglo, na ranjeno mesto 
prislonili brizgo in infiltrirali rekombinantni protein oz. negativno (pufer) ali pozitivno 
kontrolo. Infiltrirali smo naslednje volumne in koncentracije: 
 20 µl 1 µM, 10 µM ali 50 µM rekombinantnega proteina, 
 20 µl TRIS pufra za shranjevanje, 
 20 µl 1 µM ali 10 µM pozitivne kontrole (NLPPya (Lenarčič, 2018)). 
 
Vzorce smo 5 dni opazovali za pojav kaloz ali nekroz. Po 5 dneh smo vzorce barvali s 
Tripan modrim. List Nb smo potopili v Tripan modro barvilo in ga 5 min kuhali. List 
smo previdno prenesli v 5 ml pufra za razbarvanje in pri sobni temperaturi 2 do 4 ure 
inkubirali na rotacijskem stresalniku. Pufer za razbarvanje smo nadomestili s svežim 
pufrom za razbarvanje in na rotacijskem stresalniku inkubirali preko noči. Naslednji dan 
smo razbarvane liste previdno s pincetami razprli na beli podlagi in opazovali pojav 
rjavo-modrega obarvanja lista na mestu infiltracije. 
 
3.9.2 Sprememba izvenceličnega pH 
Spremembo pH po dodatku rekombinantnih proteinov smo merili v listnih diskih 
neokuženih rastlin hmelja sorte CE in WT. Uporabili smo rekombinantne proteine, 
proizvedene v okviru te doktorske dizertacije, pozitivno kontrolo in negativno kontrolo 
(pufer za shanjevanje proteina). Listne diske smo iz listov izrezali s plutovrtom št. 2 in 
jih takoj prenesli v 10 ml sterilne ddH2O ter 2 h nežno stresali na sobni temperaturi. 
Dodali smo različne volumne rekombinantnih proteinov ali pufra in posodice z listnimi 
diski prenesli v evaporator (Eppendorf) z nastavitvami za evaporacijo vode in vakuum 
vzdrževali, dokler niso listni diski potonili (približno 3 min). S sondo za merjenje pH in 
prevodnosti (mS/cm) (Milwawke MW802) smo v listnih diskih merili odziv rastline. 
 
Spremembo pH ob dodatku rekombinantnih proteinov smo merili tudi v suspenzijskih 
celicah N. tabacum BY-2. Suspenzijske celice smo 4 dni po precepljanju po 1,5 ml 
previdno alikvotirali v mikrotitersko ploščo s 24 jamicami. Suspenzijske celice smo 3 h 
inkubirali na sobni temperaturi pri nežnem stresanju. Dodali smo 100 nM 
rekombinantnih proteinov in s sondo za merjenje pH merili odziv suspenzijskih celic. 
Za merjenje smo uporabili mikro sondo pH: pH electrode InLab Micro (Mettler 
Toledo). 
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3.9.3 Spremljanje akumulacije ROS pri A. thaliana 
Akumulacijo ROS, kot odziv na dodane rekombinantne proteine, smo spremljali v 
celični suspenziji A. thaliana T87. Protokol smo povzeli po objavi Melcher in 
Moerschbacher (Melcher in Moerschbacher, 2016). Suspenzijske celice smo 4 dni po 
precepljanju s sterilnim prirezanim 1 ml nastavkom za pipeto v alikvotih po 100 µl 
prenesli v mikrotitrno ploščo s 96 jamicami z ravnim dnom (Greiner Bio-one). Celično 
suspenzijo smo 3 h inkubirali na sobni temperaturi pri nežnem stresanju. Dodali smo 12 
µl osnovne reakcijske mešanice za spremljanje ROS in 10 µl neredčenih 
rekombinantnih proteinov ali pufra. Kot pozitivna kontrola reagentov je služilo 10 µl 
10 µM peroksida (Merck). Takoj po dodatku reagentov smo pričeli z merjenjem 
luminiscence z mikročitalcem Synergy H1 (BioTek Instruments). 
 
3.9.4 Priprava proteinskega ekstrakta hmelja 
Ekstrakt hmelja smo pripravili iz mešanice listov hmelja sort CE in WT, ki so bile 
okužene z Vna. Zbrali smo 50 g sveže nabranih listov in jih v 100 ml ledenega 
acetatnega pufra (pH 5, 0,1% Tween, 1 mM DTT) v namiznem mešalniku zmleli v 
homogenat. Mešanico smo grobo filtrirali skozi cedilo in 10 min centrifugirali pri 
4 000 xg in 4 °C. Supernatant smo do uporabe hranili na -80 °C. 
 
3.9.5 Hitinazna aktivnost 
Vzorcem ksilemskega soka hmelja, ki smo ga pridobili od Flajšman in sod. (2018a), in 
vzorcu ekstrakta hmelja (poglavje 3.9.3), smo določili sposobnost razgradnje hitina. 
Uporabili smo ksilemski sok okuženih rastlin CE, neokuženih rastlin CE, okuženih 
rastlin WT in neokuženih rastlin WT. 1,5 mg hitin azura (Sigma-Aldrich) smo 
resuspendirali v 150 µl Na-acetatnega pufra (pH 5,0) in dodali 150 µl ksilemskega soka, 
ekstrakta hmelja ali Na-acetatnega pufra v primeru negativne kontrole. Vzorce smo 150 
min inkubirali pri 25 °C in 70 RPM. Ob času 0 in ob koncu inkubacije smo odvzeli 80 
µl vzorca in hitinazno aktivnost ustavili z dodatkom 20V% koncentrirane HCl, jih 15 
min inkubirali na ledu in nato 10 min centrifugirali pri 10 000 xg. Supernatantu smo 
pomerili absorbanco pri 575 nm s spektrofotometrom (Eppendorf, BioPhotometer), kot 
slepi vzorec smo uporabili vzorce odvzete ob času 0. 
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Izbor kandidatnih genov za funkcionalno analizo in karakterizacijo je potekal na podlagi 
predhodnih znanstvenih objav (Cregeen in sod., 2015) in doktorskih disertacij 
(Flajšman, 2016; Marton, 2018). Fokus te doktorske disertacije je bila funkcionalna 
analiza dveh proteinov: 
 majhnega sekretornega proteina VnaSSP4.2 (Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 
2016; Marton, 2018); 
 lektinu podobnega proteina VnaChtBP, katerega genski zapis je v predhodnih 
objavah imenovan kot VnaCBD8.213 (Cregeen in sod., 2015; Flajšman, 2016). 
V tej doktorski disertaciji gen imenujemo VnaChtBP. 
 
Gen VnaChtBP so odkrili Cregeen in sod. (2015) in predpostavili, da kodira lektinu 
podoben protein, ki naj bi vezal hitin ter pokazali, da izkazuje visoko izražanje in 
planta. V nadaljnjem delu je Flajšman (Flajšman, 2016) v svoji doktorski disertaciji 
preučil vpliv tega lektina na virulenco Vna. Kljub temu, da se je izkazalo, da je 
virulenca delecijskih mutantov primerljiva z virulenco divjega tipa, smo se odločili, da 
gen VnaChtBP v tej doktorski nalogi funkcionalno preučimo. K temu nas je poleg 
visoke eskpresije in planta spodbudila tudi podobnost z lektini in predikcija šestih 
domen CBM18 za vezavo hitina. Gen VnaChtBP smo pridobili v obliki vnešenega PCR 
fragmenta v plazmidu pGem-T-Easy od sodelavcev naše programske skupine. 
 
Izbrali smo tudi gen VnaSSP4.2, ki so ga kot CSEPs določilu tako Flajšman in sod. 
(2016) s proteomskim pristopom, kot Marton in sod. (2018) z bioinformacijskim 
pristopom. Pri izboru smo upoštevali tudi visoko izražanje in planta, ki so ga s qPCR 
pokazali Flajšman in sod. (2016) ter Marton in sod. (2018), ter z delecijskimi mutanti 
dokazano vpletenost gena VnaSSP4.2 v virulenco Vna (Flajšman in sod., 2018). Gen 
VnaSSP4.2 smo naročili kot sintetičen gen in ga vnesli v ustrezne plazmide. 
 
4.1 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA VnaSSP4.2 IN VnaChtBP 
Bioinformacijsko analizo kandidatnih genov VnaSSP4.2 in VnaChtBP smo opravili z 
različnimi bioinformacijskimi orodji, ki so prosto dostopna na spletu. Sprva smo se 
osredotočili na analizo nukleotidnega zaporedja, kasneje pa smo v prevedenem 
proteinskem zaporedju iskali različne domene, motive in genske ontologije (GO) ter 
proteinsko zaporedje uporabili za predikcijo 3D strukture proteina. 
 
S spletnim orodjem Translate, ki je na voljo v sklopu nabora orodij za molekularno 
bioinformatiko ExPASy (Gasteiger in sod., 2003), smo nukleotidno zaporedje gena 
VnaChtBP prevedli v aminokislinsko zaporedje proteina VnaChtBP (zaporedja so 
zbrana v prilogi B). Pridobljeno aminokislinsko zaporedje smo uporabili za iskanje 
podobnih proteinov po podatkovni bazi NCBI (National Center For Biotechnology 
Information) s spletnim orodjem BlastP (Altschul in sod., 1990). Protein VnaChtBP je 
na aminokislinskem nivoju najbolj podoben lektinu sorodne glive V. alfalfae VaMs.102, 
poleg tega je BlastP določil, da protein VnaChtBP vsebuje šest možnih domen s 
sposobnostjo vezave hitina. Z vnosom nukleotidnega zaporedja gena VnaChtBP v 
spletno orodje za primerjavo nukleotidnih zaporedij BlastN (Altschul in sod., 1990) 
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nismo pridobili nobenih dodatnih informacij. Rezultati vseh blast analiz so zbrani v 
prilogi F. SAPS (Chojnacki in sod., 2017), spletno orodje za analizo aminokislinskih 
zaporedj, je za protein VnaChtBP določilo, da gre za protein velikosti 36,9 kDa. V 
aminokislinskem zaporedju proteina VnaChtBP program ni odkril pozitivno, negativno 
nabitih ali nenabitih segmentov in posledično ni odkril nobenih motivov v naboju. Prav 
tako ni določil hidrofobnih ali transmembranskih segmentov. Določil je ponovljiv 
segment, ki se v zaporedju pojavi šestkrat, najverjetneje gre za domene s sposobnostjo 
vezave hitina, ki jih je določilo tudi spletno orodje BlastP. Za protein VnaChtBP smo s 
spletnim orodjem Blast to Gene Ontology (Conesa in sod., 2005) določili gensko 
ontologijo (GO) funkcija vezave hitina, kar se sklada z rezultati programa BlastP, ki je 
določil podobnost lektinom (proteinom za katere je znana sposobnost vezave hitina), in 
zaznal šest domen s sposobnostjo vezave hitina. S Superfamily (Gough in sod., 2001), 
podatkovno bazo za strukturno in funkcionalno anotacijo proteinov, smo potrdili, da 
protein VnaChtBP spada v družino lektinov in da vsebuje 6 heveinskih domen za katere 
je značilna vezava hitina. Podatkovna baza Pfam (Finn in sod., 2014), ki omogoča 
določanje proteinskih družin, je za protein VnaChtBP določila le 5 domen za 
prepoznavo hitina (PF00187.17) in ne 6 domen, kot sta jih zaznala spletna orodja BlastP 
in Superfamily. Prosite je spletna baza v sklopu ExPASy orodij (Gasteiger in sod., 
2003), ki je namenjena proteinskim domenam, družinam in funkcionalnim mestom. V 
aminokislinskem zaporedju proteina VnaChtBP smo ponovno odkrili 6 mest s 
sposobnostjo vezave hitina (PS50941). InterPro (Mitchell in sod., 2019), podatkovna 
baza za analizo in klasifikacijo proteinov ter predikcijo domen in drugih pomembnih 
mest, je za protein VnaChtBP določila 6 domen za vezavo hitina in protein uvrstil v 
skupino GO s funkcijo vezave hitina. Poleg tega je z različnimi orodji za predikcijo 
signalnega peptida program InterPro določil, da VnaChtBP vsebuje signalni peptid. To 
smo potrdili tudi s SignalP (Petersen in sod., 2011), spletnim orodjem za predikcijo 
signalnih peptidov, ki je za protein VnaChtBP določilo, da vsebuje signalni peptid, ki se 
od preostalega proteina odcepi med 17. in 18. aminokislinskim ostankom. Ugotovitev 
smo potrdili tudi z WoLF PSORT (Horton in sod., 2007), programom za predikcijo 
subcelične lokalizacije na podlagi signalnih peptidov, sestave aminokislin in motivov, 
ki je za preučevani protein določil, da je sekretorni. Tudi spletno orodje za predikcijo 
transmembranskih domen TMHMM (Krogh in sod., 2001) je za VnaChtBP določilo, da 
se nahaja v zunajceličnem prostoru, in pokazalo, da ne vsebuje transmembranskih 
domen. Poleg tega je NucPred (Brameier in sod., 2007), orodje za določanje lokalizacije 
proteinov v jedru, pokazalo, da se protein VnaChtBP ne lokalizira v jedru, kar se sklada 
s predikcijo lokalizacije v izvenceličnem prostoru. ApoplastP (Sperschneider in sod., 
2018), spletno orodje za predikcijo efektorjev in rastlinskih proteinov v rastlinskem 
apoplastu, je določilo, da se protein VnaChtBP (brez signalnega zaporedja) nahaja v 
apoplastu z verjetnostjo 0,89 (od 1). PHI-base (Winnenburg in sod., 2006) je kurirana 
podatkovna baza z eksperimentalno pridobljenimi informacijami o genih, ki so vpleteni 
v interakcije patogen-gostiteljski organizem. Na podlagi analize PHI-base je protein 
VnaChtBP najbolj podoben proteinu CDA glive Colletotrichum gloeosporioides, ki ni 
vpleten v patogenost, in proteinu Cbp1 glive Magnaporthe oryzae, ki je vpleten v 
virulenco. 
 
Poleg karakterizacije efektorskega gena VnaChtBP in proteina VnaChtBP smo v okviru 
te doktorske disertacije želeli ovrednotiti tudi gen VnaSSP4.2 oz. njegov proteinski 
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produkt VnaSSP4.2. Uporabili smo vsa bioinformacijska spletna orodja, ki so 
predstavljena v prejšnjem odstavku pri rezultatih bioinformacijske analize gena 
VnaChtBP oz. proteina VnaChtBP, a nismo pridobili toliko informacij. S spletnim 
orodjem Translate (Gasteiger in sod., 2003) smo iz nukleotidnega zaporedja določili 
aminokislinsko zaporedje (priloga C) in ga uporabili za nadaljnje analize. Z vnosom 
aminokislinskega zaporedja proteina VnaSSP4.2 v spletno orodje BlastP (Altschul in 
sod., 1990) nismo pridobili oprijemljivih rezultatov, aminokislinsko zaporedje je najbolj 
podobno predvidenemu proteinu glive Va VaMs.102. Prav tako vnos aminokislinskega 
zaporedja v orodje BlastN (Altschul in sod., 1990) ni podal dodatnih informacij. 
Rezultati analiz s spletnim orodjem blast so zbrani v prilogi F. SAPS (Chojnacki in sod., 
2017), spletno orodje za analizo aminokislinskih zaporedij, je za protein VnaSSP4.2 
določilo, da gre za protein velikosti 14,0 kDa. V aminokislinskem zaporedju proteina ni 
odkril nobenih pozitivno, negativno nabitih, nenabitih segmentov ali motivov v naboju, 
ni zaznal nobenih hidrofobnih segmentov ali transmembranskih domen. Zaznal je krajše 
ponovljivo zaporedje, ki se v aminokislinskem zaporedju pojavi dvakrat. Za protein 
VnaSSP4.2 s spletnim orodjem Blast to Gene Onthology (Conesa in sod., 2005) nismo 
določili nobene GO funkcije. Tudi s spletnim orodjem Superfamily (Gough in sod., 
2001) in s podatkovno bazo Pfam (Finn in sod., 2014) za protein VnaSSP4.2 ponovno 
nismo odkrili ničesar oprijemljivega. Do prvih indicev o funkciji proteina VnaSSP4.2 
smo prišli s spletno bazo Prosite (ExPASy) (Gasteiger in sod., 2003), ki je namenjena 
proteinskim domenam, družinam in funkcionalnim mestom. ProSite je v 
aminokislinskemu zaporedju proteina VnaSSP4.2 odkril profil PS51257, ki je povezan z 
vezavo lipidov. S speltnim orodjem SignalP (Petersen in sod., 2011) smo določili, da 
VnaSSP4.2 vsebuje signalni peptid, ki se od zrelega proteina odcepi med 19. in 20. 
aminokislinskim ostankom. Ugotovitev smo potrdili tudi z WoLF PSORT (Horton in 
sod., 2007), ki je VnaSSP4.2 uvrstil med sekretorne proteine, in s spletnim orodjem za 
predikcijo transmembranskih domen TMHMM (Krogh in sod., 2001), ki je pokazalo, da 
VnaSSP4.2 ne vsebuje transmembranskih domen. S predikcijo lokalizacije v 
izvenceličnem prostoru se skladajo tudi rezultati NucPred (Brameier in sod., 2007), ki je 
pokazal, da se VnaSSP4.2 ne nahaja v jedru. Spletno orodje za predikcijo apoplastne 
lokalizacije ApoplastP (Sperschneider in sod., 2018) je določilo, da se protein 
VnaSSP4.2 (brez signalnega zaporedja) ne nahaja v apoplastu z verjetnostjo 0,67 (od 1). 
Na podlagi analize PHI-base (Winnenburg in sod., 2006) je protein VnaSSP4.2 podoben 
metaloproteazi MEP2 glive Trichophyton mentagrophytes, ki nima vpliva na patogenost 
glive. 
 
4.2 PREGLED NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ 
Zanimalo nas je, ali je nukleotidno zaporedje gena VnaChtBP prisotno v vseh 
(proučevanih) izolatih Vna. Z 28 sevi glive Vna in 4 sevi glive Va smo z ZO 
specifičnimi za gen VnaChtBP izvedli pomnoževanje s PCR. Dobljene pomnožke smo z 
ligacijo vnesli v vektor pGEM-T Easy in pripravili sekvenčno reakcijo. Pri nobenem od 
28 izolatov Vna nismo odkrili polimorfizma v nukleotidnem zaporedju gena VnaChtBP, 
prav tako polimorfizma nismo odkrili pri štirih sevih glive Va. Poravnava nukleotidnih 
zaporedij gena VnaChtBP in VaChtBP glive Va je pokazala, da se gena ujemata v 1173 
nukeotidih in razlikujeta v 36 nukleotidih, kar znaša 96,9 % nukleotidnega zaporedja. 
Zaradi degeneriranosti genskega koda je število aminokislinskih zamenjav nižje in 
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znaša 13 aminokislinskih zamenjav, kar predstavlja 96,8 % ujemanje aminokislinskih 
sekvenc. Grafično so aminokislinske zamenjave prikazane na sliki (Slika 10), kjer prva 
črka predstavlja AK glive Vna, znaku ->, pa sledi AK glive Va. Poravnava nukleotidnih 
in aminokislinskih zaporedij z označenimi polimorfizmi je v prilogi F. 
 
 
Slika 10: Organizacija domen in razlike v aminokislinskem zaporedju VnaChtBP in VaChtBP 
V rumenem okvirju prva črka predstavlja AK glive Vna, sledi AK glive Va. Legenda: SP: signalni peptid 
Figure 10: Domain organization and Aminoacid substitutions of VnaChtBP and VaChtBP 
The first letter the yellow square represents Vna aminoacid that is followed by Va aminoacid. Legend: 
SP: signal peptide 
 
4.3 SUBCELIČNA LOKALIZACIJA VnaSSP4.2 IN VnaChtBP 
Kandidatne gene smo z reakcijo BP tehnologije Gateway vnesli v vektor pDONR201 
(Proiloga A) in s sekvenciranjem po Sangerju potrdili njihovo nukleotidno zaporedje. 
Gene smo nato z reakcijo LR tehnologije Gateway prenesli v vektorja pH7RWG2 in 
pH7WGR2 (Proiloga A), ki sta namenjena pripravi fuzijskih proteinov z monomernim 
rdečim fluorescentnim proteinom v lokalizacijskih študijah in planta. Pravilnost 
nukleotidnih zaporedij in pravilnost bralnega okvirja smo ponovno potrdili s 
sekvenciranjem po Sangerju. 
 
Pripravili smo 4 konstrukte: 
 pH7RWG2 vektor z insertom VnaChtBP brez signalnega peptida 
(VnaChtBP::mRFP) 
 pH7WRG2 vektor z insertom VnaChtBP brez signalnega peptida 
(mRFP::VnaChtBP) 
 pH7RWG2 vektor z insertom VnaSSP4.2 brez signalnega peptida 
(VnaSSP4.2::mRFP) 
 pH7WRG2 vektor z insertom VnaSSP4.2 brez signalnega peptida 
(mRFP::VnaSSP4.2) 
 
Proteinski produkti konstruiranih vektorjev so prikazani v prilogah C in D. 
 
S pridobljenimi vektorji smo transformirali celice A. t. GV3101 in transformacijo 
potrdili s PCR na osnovi kolonije (Slika 11). Eno izmed potrjenih kolonij smo izbrali, 
namnožili in pripravili za agroinfiltracijo v liste tobaka. 
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Slika 11: Rezultati PCR na osnovi kolonije za potrjevanje uspešnosti transformacije A. t. GV3101 s 
konstrukti za lokalizacijske študije 
Puščica označuje PCR pomnožek kolonije, ki je bila izbrana za nadaljnje delo. Legenda: M: DNA 
velikostni marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fischer) 
Figure 11: Results of colony PCR used to verify the transformation of A. t. GV3101 with constructs 
for localization studies 
PCR amplicons of the selected colonies are marked with an arrow. Legend: M: DNA ladder GeneRuler 1 
kb DNA Ladder (Thermo Fischer) 
 
V listih Nb smo 2, 3 in 5 dni po inokulaciji A. t. spremljali pojav HR, a v nobenem 
primeru nismo opazili pojava kloroz ali nekroz na mestu infiltracije (Preglednica 4). Z 
analizo NaDS-PAGE in prenosom western smo preverili, ali se fuzijski proteini izražajo 
in če so izraženi proteini ustrezne velikosti (Preglednica 4 ter prilogi C in D). 
Membrana, barvana s Ponceau S, prikazuje, da je bil nanos proteinov na gel enak pri 
vseh vzorcih (Slika 12), slika prenosa western pa prikazuje proteinske lise določene s 
protitelesom, ki se specifično veže na protein mRFP (Slika 12). Položaji proteinskih lis 
nam pokažejo, da je velikost izraženih proteinov ustrezna in skladna s predvideno 
velikostjo, zavedeno v preglednici (Preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Rezultati subcelične lokalizacije v listih Nb za konstrukte VnaChtBP::mRFP, 
mRFP:: VnaChtBP, VnaSSP4.2::mRFP in mRFP::VnaSSP4.2 
Table 4: Results of the subcellular localisation in Nb leaves for the constructs VnaChtBP::mRFP, 







VnaSSP4.2::mRFP  1 38,8  ni prisoten nukleocitosolna 
mRFP::VnaSSP4.2 2 38,6  ni prisoten nukleocitosolna 
VnaChtBP::mRFP  3 63,7  ni prisoten nukleocitosolna 
mRFP::VnaChtBP  4 63,5  ni prisoten nukleocitosolna 
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Slika 12: Potrditev izražanja rdečih fluorescenčnih fuzijskih proteinov v listih Nb po NaDS-PAGE 
in prenosu western 
Slika membrane po prenosu western in barvanju s Ponceau S (levo) oziroma detekciji s protitelesi za 
protein mRFP (desno). Slika membrane barvane s Ponceau S prikazuje enakomeren nanos proteinov; 
slika detekcije s protitelesi pa prikazuje izražene fuzijske proteine. Legenda fuzijskih proteinov: 
1 VnaSSP4.2::mRFP, 2 mRFP:: VnaSSP4.2, 3 VnaChtBP::mRFP, 4 mRFP::VnaChtBP 
Figure 12: Verification of expression of red fluorescent fusion proteins in Nb leaves after SDS-
PAGE and western blot 
Pictures after staining membrane with Ponceau S (left), show equal protein loading, and after 
immunodetection with mRFP antibodies (right) they, show expressed fusion proteins. Legend of fusion 
proteins: 1 VnaSSP4.2::mRFP, 2 mRFP:: VnaSSP4.2, 3 VnaChtBP::mRFP, 4 mRFP::VnaChtBP 
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Slika 13: Nukleo-citosolna lokalizacija rdečih fluorescenčnih fuzijskih proteinov v listih Nb 
Fotografije posnete s konfokalnim mikroskopom 2 dni po agroinfiltraciji prikazujejo subcelično 
lokalizacijo fuzijskih proteinov VnaChtBP::mRFP, mRFP::VnaChtBP, VnaSSP4.2::mRFP, 
mRFP::VnaSSP4.2. Levo: osamela celica Nb, ki izraža konstrukt; desno: jedrce iste celice Nb. 
Figure 13: Nucleo-cytosolic localization of red fluorescent fusion proteins in Nb leaves 
Photographs taken with confocal microscope 2 days after agroinfiltration showing the subcellular 
localization of fusion proteins VnaChtBP::mRFP, mRFP::VnaChtBP, VnaSSP4.2::mRFP, 
mRFP::VnaSSP4.2. Left: a secluded Nb cell expressing the construct; right: nucleus of the same Nb cell. 
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Na sliki (Slika 13) vidimo tipične rezultate subcelične lokalizacije za vse štiri 
pripravljene konstrukte. Prikazana je celotna celica Nb (levo) in njeno jedro (desno). 
Fotografija celotne celice je zloženka več zaporednih fotografij posnetih na različni 
globini celice in s tem je dosežena boljša globinska vizualizacija subcelične lokalizacije. 
Fotografija jedra je posneta na taki globini, da je jasno vidno tudi jedrce. Poskus 
subcelične lokalizacije smo ponovili dvakrat in skupno za vsak konstrukt posneli po 8 
reprezentativnih fotografij. V obeh poskusih in za vse konstrukte se je izkazalo, da je 
subcelična lokalizacija nukleo-citosolna z nepopolno izključitvijo proteina iz jedrca 
(Preglednica 4). 
 
Subcelično lokalizacijo smo želeli ponoviti z rastlinami hmelja, uporabili smo sorti CE 
in WT v loncih in v tkivnih kulturah. Infiltracijo suspenzije A. t. smo izvajali na več 
načinov: 
 injiciranje z brizgo, tako kot za agroinfiltracijo v liste tobaka, 
 injiciranje z brizgo po nanosu abrazivnega sredstva karborundum, 
 infiltracija z uporabo evaporatorja, 
 infiltracija z uporabo vakuumske črpalke, 
 infiltracija z vakuumom, ki ga vzpostavimo v brizgi. 
 
Tako pripravljene liste in listne diske smo po 2 in po 3 dneh vizualizirali s 
fluorescenčnim mikroskopom. V nobenem primeru pod fluorescenčnim mikroskopom 
nismo zaznali fluorescence, ki bi ustrezala izražanju proteina mRFP. 
 
4.4 KVASNI DVOHIBRIDNI SISTEM (Y2H) ZA ISKANJE INTERAKTORJEV V 
KNJIŽNICI cDNA 
Za izvedbo Y2H smo imeli na voljo knjižnico Y2H, pripravljeno iz vzorcev RNA 
krompirja (Solanum tuberosum), ki je bil izpostavljen okužbi z oomiceto Phytophthora 
infestans. Knjižnico so pripravili in z njo razpolagajo na inštitutu James Hutton Institute 
(Dundee, VB). V okviru raziskav naše programske skupine pripravljamo knjižnico 
cDNA iz vzorcev RNA hmelja, ki je bil okužen z Vna, sev T2. Knjižica hmelja tekom 
izvajanja te doktorske disertacije še ni bila primerna za uporabo, zato smo eksperimente 
izvedli z alternativno knjižnico z inštituta James Hutton Institute. 
 
Kandidatne gene, ki smo jih pripravili za subcelično lokalizacijo in so vnešeni v 
pDONR201 vektor (Proiloga A), smo z reakcijo LR tehnologije Gateway prenesli v 
vektorja pDEST32 in pDEST22 (Proiloga A). Pravilnost zaporedja in ustreznost 
bralnega okvirja smo ponovno potrdili s sekvenciranjem po Sangerju. Izbrane kolonije 
so s puščico označene na gelu, na katerega smo nanesli del mešanice PCR na osnovi 
kolonije (Slika 14). 
 
Pripravili smo 4 konstrukte: 
 pDEST32 vektor z insertom VnaChtBP brez signalnega peptida 
(gal4BD::VnaChtBP), 
 pDEST22 vektor z insertom VnaChtBP brez signalnega peptida 
(gal4AD::VnaChtBP), 
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 pDEST32 vektor z insertom VnaSSP4.2 brez signalnega peptida 
(gal4BD::VnaSSP4.2), 





Slika 14: Uspešnost transformacije E. coli DH10B s konstrukti za Y2H določena s PCR na osnovi 
kolonije 
A: rezultati za konstrukte vektorja pDEST32; B: rezultati za konstrukte vektorja pDEST22. Puščica 
označuje PCR pomnožek kolonije, ki je bila izbrana za študij interakcij z metodo Y2H. Legenda: M: 
DNA velikostni marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fischer) 
Figure 14: Successful transformation of E. coli DH10B with Y2H constructs determined by colony 
PCR 
A: results for pDEST32vector constructs; B: results for pDEST22vector constructs. PCR amplicons of the 
colonies selected for interaction studies using Y2H are marked with an arrow. Legend: M: DNA ladder 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fischer) 
 
Konstrukte plazmidov pDEST32, ki so vsebovali preučevane gene, smo uporabili za 
transformacijo kompetentnih kvasovk S. cerevisiae, sev MaV203. Pridobljene 
transformante smo uporabili za pripravo novih kompetentnih celic, ki smo jih ponovno 
transformirali s knjižnico Y2H. V celice, ki so že vsebovale plazmidne konstrukte 
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pDEST32, smo vnesli vektorje pDEST22 iz knjižnice Y2H in tako pridobili ko-
transformante S. cerevisiae. Te smo nacepili na reportersko gojišče brez levcina, 
triptofana in histidina (SC-LWH) in na gojišče brez levcina in triptofana (SC-LW).  
 
Na gojišču SC-LWH smo spremljali tudi samo-aktivacijo reporterskih genov, ki je bila 
minimalna že pri najnižji priporočeni koncentraciji 3AT (10 mM), zato poskusov nismo 
ponavljali pri višji koncentraciji. Ko-transformante smo nacepili tudi na gojišče SC-LW 
in s štetjem števila kolonij, ki so zrastle na tem gojišču, ocenili, da smo z Y2H za vsak 
konstrukt preverili kar 1,2 x 10
6
 potencialnih interaktorjev iz knjižnice Y2H. 
 
Kolonije, ki so zrastle na gojišču SC-LWH, smo precepili na naslednja reporterska 
gojišča (Slika 15): 
 reportersko gojišče SC-LWH; 
 reportersko gojišče brez levcina, triptofana in uracila (SC-LWU); 
 gojišče SC-LW za izvedbo poskusa z X-gal. 
 
 
Slika 15: Rast ko-transformantov S. cerevisiae na reporterskih gojiščih SC-LWH in SC-LWU ter 
rezultati poskusa z X-gal 
Legenda: c: kontrolne kolonije (močna interakcija – pozitiven rezultat na vseh treh testih, šibka 
interkacija – vsaj en pozitiven rezultat, brez interakcije – ni pozitivnega rezultata) 
Figure 15: Growth of S. cerevisiae co-transformants on reporter media SC-LWH, SC-LWU and the 
results of the X-gal assay 
Legend: c: control colonies (strong interaction - positive result in all three tests, weak interaction - at least 
one positive result, no interaction - no positive results) 
 
Za nadaljnjo analizo smo izbrali le kolonije, ki so kazale rast na obeh gojiščih (SC-
LWH in SC-LWU) in/ali so se pri poskusu z X-gal obarvale modro. Ta pogoj smo 
dosegli le v primeru poskusov z genom VnaChtBP. Da bi identificirali interaktorje gena 
VnaChtBP, smo izbrane kolonije namnožili v tekočem gojišču in iz kvasovk S. 
cerevisiae izolirali plazmide. Plazmidi izolirani iz kvasovk imajo izjemno nizko 
koncentracijo, ki ni primerna za sekvenciranje, zato smo jih pred nadaljnjimi analizami 
namnožili v E. coli DH10B. Tako namnožene plazmide smo sekvencirali po Sangerju in 
pridobljena nukleotidna zaporedja analizirali s spletnim orodjem NCBI BlastN. 
Preverili smo, ali so v plazmide pDEST22 vgrajeni konstrukti v bralnem okviru z 
aktivacijsko domeno GAL4. 
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Za protein VnaChtBP smo pridobili naslednje interaktorje: 
 >XP_006355897 LOC102588818 [Solanum tuberosum]: s predikcijo 
določen, nekarakteriziran protein 
 >XP_015166274 [Solanum tuberosum]: hipotetičen protein podoben 
proteinom cinkovih prstov 
 >XP_006345777 [Solanum tuberosum]: biotin-karboksil prenašalni 
protein v kompleksu acetil-CoA karboksilaze, kloroplastna izoforma X2 
 >XP_002901362 [Phytophthora infestans T30-4]: hipotetični protein 
 
Gre za 3 interaktorje iz krompirja in 1 interaktor iz oomicete P. infestans. Interaktorji iz 
krompirja so predvideni hipotetični proteini, ki so bili bioinformacijsko določeni z 
anotacijo nukleotidnih zaporedij. Poskus Y2H smo ponovili tako, da smo posamezen 
rastlinski interaktor in vektor pDEST32, ki je vseboval gen VnaChtBP, uporabili za ko-
transformacijo kompetentnih kvasovk S. cerevisiae in ko-transformante ponovno 
nacepili na reporterski gojišči SC-LWH in SC-LWH ter izvedli X-gal poskus. Hkrati 
smo izvedli tudi kontrolni poskus samo-aktivacije rastlinskih genov in kompetentne 
kvasovke S. cerevisiae ko-transformirali s posameznim rastlinskim interaktorjem ter 
praznim vektorjem pDEST32. Rezultati ponovljenega poskusa (Slika 16) so se skladali 
z rezultati prvega poskusa (Slika 15). 
 
 
Slika 16: Rezultati ponovljenega poskusa Y2H z identificiranimi rastlinskimi interaktorji in genom 
VnaChtBP - rast kvasovk S. cerevisiae na reporterskih gojiščih SC-LWH in SC-LWU ter rezultati 
poskusa z X-gal 
Legenda: c: kontrolne kolonije (močna interakcija – pozitiven rezultat na vseh treh testih, šibka 
interkacija – vsaj en pozitiven rezultat, brez interakcije – ni pozitivnega rezultata); EV: prazen vektor 
pDEST32; i1: s predikcijo določen, nekarakteriziran protein LOC102588818; i2: hipotetičen protein 
podoben proteinom cinkovih prstov; i3: biotin-karboksil prenašalni protein v kompleksu acetil-CoA 
karboksilaze, kloroplastna izoforma X2 
Figure 16: Results of the repeated Y2H experiment with identified plant interactors and VnaChtBP 
gene - growth of S. cerevisiae on reporter media SC-LWH, SC-LW and the X-gal assay results 
Legend: c: control colonies (strong interaction - positive result in all three tests, weak interaction - at least 
one positive result, no interaction - no positive results); EV: empty pDEST32 vector; i1: uncharacterized 
protein LOC102588818; i2: zinc finger protein 8-like; i3: biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA 
carboxylase 
 
4.5 DIMERIZACIJA EFEKTORJEV 
Za oba preučevana efektorja smo sumili, da tvorita dimere, in hipotezo smo preverili z 
Y2H. Efektorja smo vnesli v vektor pDEST32, hkrati pa smo pripravili tudi konstrukte 
v vektorju pDEST22 (Slika 14). Pri proučevanju dimerizacije smo uporabili oba 
konstrukta za ko-transformacijo kvasovk S. cerevisiae. Hkrati smo izvedli tudi kontrolo 
samoaktivacije, pri kateri smo za ko-transformacijo uporabili konstrukte v vektorju 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
63 
 
pDEST22 in prazne vektorje pDEST32. Ko-transformante smo nacepili na reportersko 
gojišče SC-LWH, reportersko gojišče SC-LWU in na gojišče SC-LW za izvedbo 
poskusa z X-gal. Rezultati so pokazali na dimerizacijo efektorja CBP, medtem ko 
dimerizacija efektorja VnaSSP4.2 ni bila potrjena (Slika 17). Dimerizacija efektorja 
VnaChtBP ni bila posledica samo-aktivacije, saj pri poskusih s praznim vektorjem 
pDEST32 nismo zaznali rasti ko-transformantov. 
 
 
Slika 17: Sposobnost dimerizacije efektorjev VnaChtBP in VnaSSP4.2 smo preverili s pristopom 
Y2H 
Legenda: c: kontrolne kolonije (močna interakcija – pozitiven rezultat na vseh treh testih, šibka 
interkacija – vsaj en pozitiven rezultat, brez interakcije – ni pozitivnega rezultata); EV: prazen vektor 
pDEST32 
Figure 17: Dimer formation of VnaChtBP and VnaSSP4.2 examined by Y2H 
Legend: c: control colonies (strong interaction - positive result in all three tests, weak interaction - at least 
one positive result, no interaction - no positive results); EV: empty pDEST32 vector 
 
4.6 PRIPRAVA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
Efektorja VnaSSP4.2 in VnaChtBP smo pripravili kot rekombinantna proteina v 
modelnem organizmu E. coli. Vektor pET32a omogoča pripravo rekombinantnih 
proteinov z dodatkom oznak Trx, S in His, kar nam olajša nadaljnjo izolacijo in čiščenje 
rekombinantnega proteina. Poleg tega pa oznaka Trx lahko vpliva na boljše zvijanje in 
stabilnost proteina. 
 
Preglednica 5: Velikosti pomnožkov PCR za gena VnaChtBP in VnaSSP4.2 vnešena v pET32a 
vektor in velikost rekombinantnih proteinov, ki jih proizvedemo s tema vektorjema 
Table 5: PCR amplicon sizes for genes VnaChtBP and VnaSSP4.2 cloned into pET32a vector and 
the sizes of corresponding recombinant proteins 
Rekombinantni 
protein 
Velikost pomnožka PCR* 
(bp) 
Velikost na NaDS-page gelu 
(kDa) 
VnaChtBP 1818 54,2 
VnaSSP4.2 999 29,2 
*Velikost pomnožka PCR z ZO T7p in T7t (Priloga B) za gene vnešene v vektor pET32a. 
 
Izbranima proteinoma smo s spletnim orodjem SignalP 4.1 predvideli signalni peptid in 
mesto cepitve ter odstranili zanj kodirajoči del nukleotidnega zaporedja. Preostali del 
gena smo vnesli v vektor pET32a (Merck Millipore). Za potrditev nukleotidnega 
zaporedja smo vektorje s transformacijo s toplotnim šokom vnesli v kompetentne celice 
E. coli DH5α. Pred sekvenciranjem smo s PCR na osnovi kolonije potrdili, da smo 
celice transformirali s plazmidom, ki vsebuje insert ustrezne velikosti (Slika 18 in Slika 
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Slika 18: PCR na osnovi kolonije za potrjevanje uspešnosti transformacije E. coli DH5α s 
plazmidom za izražanje rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 
Legenda: M: DNA velikostni marker DNAmark 100bp Plus Ladder (G-Biosciences) 
Figure 18: Colony PCR confirmed successful transformation of E. coli DH5α with expression vector 
for production of recombinant protein VnaSSP4.2 
Legend: M: DNA ladder DNAmark 100bp Plus Ladder (G-Biosciences) 
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Slika 19: PCR na osnovi kolonije za potrjevanje uspešnosti transformacije E. coli DH5α s 
plazmidom za izražanje rekombinantnega proteina VnaChtBP 
Legend: M: DNA velikostni marker DNAmark 100bp Plus Ladder (G-Biosciences) 
Figure 19: Colony PCR confirmed successful transformation of E. coli DH5α with expression vector 
for production of recombinant protein VnaChtBP 
Legend: M: DNA ladder DNAmark 100bp Plus Ladder (G-Biosciences) 
 
Vektorje s potrjenim nukleotidnim zaporedjem smo izrazili v dveh sevih E. coli. Sev 
BL21 omogoča proizvodnjo rekombinantnega proteina v redukcijskem okolju, medtem 
ko so SHuffle celice optimizirane za proizvodnjo rekombinantnih proteinov v okolju, ki 
podpira oblikovanje in vzdrževanje disulfidnih vezi (Lobstein in sod., 2012; Zhang in 
sod., 2016). Izražanje rekombinantnih proteinov smo potrdili z ločbo na NaDS-page 
gelu in prenosom western ter detekcijo s protitelesi za histidinsko oznako. Določili smo 
optimalne pogoje za izražanje in poskušali poiskati take, kjer se rekombinantni protein 
izloča v topni obliki, da bi lahko izvedli čiščenje rekombinantnih proteinov iz 
supernatanta celičnega lizata s tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov. 
 
V celice E. coli BL21 in E. coli SHuffle smo vstavili prazen vektor pET32a (negativna 
kontrola) ter vektorja pET32a z insertom VnaSSP4.2 oz. z VnaChtBP. Za izražanje 
rekombinantnih proteinov smo uporabili tiste kolonije, ki so pri PCR na osnovi kolonije 
kazale pravo velikost pomnožkov. Pripravili smo naslednje kombinacije: 
 pET32a v E. coli BL21 (negativna kontrola) 
 pET32a-VnaChtBP v E. coli BL21 
 pET32a-VnaSSP4.2 v E. coli BL21  
 pET32a v E. coli SHuffle (negativna kontrola) 
 pET32a-VnaChtBP v E. coli SHuffle 
 pET32a-VnaSSP4.2 v E. coli SHuffle 
 
 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  




Slika 20: Optimizacija pogojev izražanja rekombinantnih proteinov (različni sevi E. coli in 
temperatura izražanja) 
Slika prikazuje prenos western in detekcijo s protitelesi za histindinsko oznako – prva in tretja vrsta: slika 
membran barvanih s Ponceau S; druga in četrta vrsta: slika detekcije s protitelesi prikazuje izražene s his 
označene proteine. Rekombinantni proteini so označeni s kvadratkom. Legenda: T: totalni proteini; S: 
supernatant oz. topna frakcija; P: pelet oz. netopna frakcija 
Figure 20: Optimization of expression parameters for recombinant proteins (different E. coli 
strains and temperatures of expression) 
Volk H. Funkcijska analiza kandidatnih efektorskih proteinov glive Verticillium nonalfalfae.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
67 
 
Figure shows western blot and detection using anti-his antibodies – first and third row: pictures of 
membrane stained with Ponceau S; second and fourth row: picture of detection with antibodies showing 
his-tagged proteins. Recombinant proteins are marked with a square. Legend: T: total proteins; S: 
supernatant; P: pelet 
 
Celice E. coli smo gojili v tekočem gojišču Luria-Bertani (LB) z dodatkom 
karbenicilina (50 µg/mL) in prekonočno kulturo redčili s svežim gojiščem LB z 
dodatkom karbenicilina (50 µg/mL) v razmerju 1:100 (za BL21) ali 1:50 (za SHuffle). 
Izražanje smo sprožili z dodatkom IPTG, ko so celice dosegle celično gostoto OD600 
0,5. Nato je izražanje na ustrezni temperaturi potekala do stacionarne faze rasti 
(praviloma čez noč). Tekom eksperimentov smo spreminjali volumen gojišča, 
temperaturo in koncentracijo IPTG. 
 
V prvem poskusu smo želeli preveriti primernost dveh tipov celic in treh temperaturnih 
pogojev (16 °C, 25 °C, 30 °C). Izkazalo se je (Slika 20), da so za protein VnaSSP4.2 
najprimernejše celice E. coli BL21, za protein VnaChtBP pa celice SHuffle. Največ 
proteina VnaSSP4.2 se v topno frakcijo (S) izloča pri 25 °C. Protein VnaChtBP se 
obilno izloča v netopno frakcijo (P), nekaj pa ga pri 25 °C zaznamo tudi v topni frakciji. 
 
Odločili smo se, da v prihodnje za proizvodnjo rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 
uporabimo celice BL21 in jih med sintezo gojimo na 25 °C, za rekombinantni protein 
VnaChtBP pa še naprej optimiziramo pogoje izražanja in preizkusimo še nižjo 
temperaturo rasti med sintezo rekombinantnega proteina. Poleg tega smo za oba 
rekombinantna proteina želeli preveriti vpliv koncentracije induktorja IPTG na nivo 
izražanja rekombinantnih proteinov. Optimalno koncentracijo smo iskali samo pri tistih 
pogojih tipa celic in temperature, ki so v prejšnjem poskusu dale najboljši rezultat (25 
°C). Preizkusili smo indukcijo z 0,1, 0,5 in 1 mM IPTG. Celice smo gojili na enak 
način, kot v prvem poskusu, le da smo spremenili koncentracijo IPTG (Slika 21). 
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Slika 21: Vpliv koncentracije IPTG na izražanje rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 
Na sliki je membrana po prenosu western obarvana s Ponceau S. S črno puščico je označena velikost 29,2 
kDa, ki ustreza rekombinantnemu proteinu VnaSSP4.2. Legenda: T: totalni proteini; S: supernatant oz. 
topna frakcija; P: pelet oz. netopna frakcija 
Figure 21: Effect of IPTG concentration on the expression of recombinant protein VnaSSP4.2 
Picture shows Ponceau S stained membrane after western transfer. Black arrow represents 29,2 kDa, the 
size of recombinant VnaSSP4.2. Legend: T: total proteins; S: supernatant; P: pelet 
 
Z vizualno oceno membrane smo ugotovili, da ni opazne razlike v nivoju izražanja 
rekombinantnih proteinov VnaSSP4.2 (Slika 21) in VnaChtBP (ni prikazano), če 
spreminjamo koncentracijo IPTG. Za nadaljnje delo smo uporabljali 1 mM IPTG. 
 
Rekombinantni protein VnaChtBP se v prvem poskusu pri nobenem od preizkušenih 
pogojev ni v topni frakciji izražal v zadostni količini, večina rekombinantnega proteina 
se je izločila v netopno frakcijo. Odločili smo se, da poskus ponovimo pri nižji 
temperaturi (10 °C) in da podaljšamo čas izražanja na 48 h. Uporabili smo oba tipa celic 
BL21 in SHuffle ter vzorčili 24 h in 48 h po dodatku IPTG. Poskus smo ponovili 
dvakrat, vendar količina rekombinantnega proteina VnaChtBP v topni frakciji ni bila 
zadostna. Izražanje v netopni frakciji (P) je bilo nižje, kot pri poskusih pri višji 
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Slika 22: Vpliv nizke temperature (10 °C) gojenja na izražanje rekombinantnega proteina 
VnaChtBP 
Prva vrsta: sliki membran barvanih s Ponceau S; druga vrsta: sliki detekcije proteinov s protitelesi za 
histidinsko oznako. S črno puščico je označena velikost 54,2 kDa, ki ustreza rekombinantnemu proteinu 
VnaChtBP. Legenda: T: totalni proteini; S: supernatant oz. topna frakcija; P: pelet oz. netopna frakcija 
Figure 22: Effect of low growth temperature (10 °C) on the expression of recombinant protein 
VnaChtBP 
First row: pictures of membrane stained with Ponceau S; second row: pictures of protein detection with 
antibodies against His tag. Black arrow represents 54,2 kDa, the size of recombinant VnaChtBP. Legend: 
T: total proteins; S: supernatant; P: pelet 
 
4.6.1 Čiščenje rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 
Rekombinantni protein VnaSSP4.2 smo iz celičnega lizata E. coli poskusili izolirati s 
komercialnim kompletom, ki deluje po principu vezave na Ni-NTA kolone, nameščene 
v centrifugirkah (Amicon Pro Affinity Concentration Kit-Ni-NTA). Zaradi majhnega 
volumna gela namenjenega za vezavo s histidinom označenih proteinov smo delali zgolj 
z 10 ml kulture E. coli. Celično kulturo smo pripravili na enak način, kot v poskusu za 
optimizacijo pogojev izražanja. Izbrali smo celice BL21, ki smo jih po indukciji z 1 mM 
IPTG gojili pri 25 °C do stacionarne faze rasti. Na 500 µl gela pripravljenega po 
proizvajalčevem protokolu smo nanesli 1,25 ml celičnega lizata pripravljenega iz 10 ml 
kulture. Izolacija je bila uspešna, vendar so bile na NaDS-page gelu (Slika 23) vidne 
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dodatne proteinske lise, manjše velikosti od rekombinantnega proteina. Morali bi 
optimizirati korake spiranja kolone (povečati volumen pufra za spiranje ali število 
korakov spiranja) in elucije. Poleg tega sta bila volumen po eluciji in koncentracija 
rekombinantnega proteina prenizka za vse želene poskuse in postopek izolacije bi 
morali večkrat ponoviti. Odločili smo se, da izolacijo rekombinantnega VnaSSP4.2 




Slika 23: Rezultati čiščenja rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 s komercialnim kompletom 
Amicon Pro Affinity Concentration Kit-Ni-NTA 
Membrana po prenosu western je obarvana s Ponceau S. S črno puščico je označena velikost 29,2 kDa, ki 
ustreza rekombinantnemu proteinu VnaSSP4.2. Legenda: T: totalni proteini; S: supernatant oz. topna 
frakcija; P: pelet oz. netopna frakcija; FT: nevezana frakcija 
Figure 23: Results of the recombinant protein VnaSSP4.2 purification using commercially available 
kit Amicon Pro Affinity Concentration Kit-Ni-NTA 
Membrane after western blot is stained with Ponceau S. Black arrow represents 29,2 kDa, the size of 
recombinant VnaSSP4.2. Legend: T: total proteins; S: supernatant; P: pelet; FT: flow-through 
 
Izolacijo rekombinantnega VnaSSP4.2 smo ponovili na napravi Äkta za tekočinsko 
kromatografijo za hitro ločevanje proteinov (FPLC). Delali smo s 100 ml kulture 
E. coli, ki smo jo pripravili na enak način, kot v poskusu za optimizacijo pogojev 
izražanja. Pripravljen lizat smo nanesli na kolono (cOmplete™ His-Tag Purification 
Column, ROCHE), ki smo jo predhodno sprali s pufrom za resuspenzijo. Po nanosu 
celičnega lizata smo kolono ponovno sprali in s tem odstranili nevezane proteine. 
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Slika 24: Elucijski diagram za izolacijo rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 s kolono cOmplete™ 
His-Tag Purification Column na napravi FPLC 
Uporabljen gradient imidazola je bil od 0 do 500 mM. 
Figure 24: Elution diagram of the recombinant protein VnaSSP4.2 purification on the cOmplete™ 
His-Tag Purification Column using FPLC 
Gradient of imidasole from 0 to 500 mM was used. 
 
Elucijo na kolono vezanih proteinov smo izvedli na napravi FPLC s počasnim 
dviganjem koncentracije imidazola iz elucijskega pufra (50 mM Tris (pH 8), 300 mM 
NaCl, 500 mM imidazol). Koncentracijo proteinov smo spremljali preko absorbance pri 
280 nm in začeli z lovljenjem frakcij po 1.5 ml, ko smo zaznali porast absorbance. 
Združili smo frakcije, ki so bile ulovljene pri vrhu krivulje absorbance pri 280 nm 
(frakcije 7, 8, 9, 10 in 11) in odstranili imidazol (Slika 25). Graf, ki prikazuje potek 
elucije za izolacijo rekombinantnega proteina VnaSSP4.2, je prikazan na sliki (Slika 
24). Polovico vzorca smo shranili v 20 mM Tris (pH 8), ostalo pa v 10 mM HEPES (pH 
8). Zamenjavo pufra smo izvedli z Amicon-Ultra filter centrifugirkami (3 kDa). 
Določenim vzorcem smo dodali inhibitorje proteaz (Sigma, P9599). 
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Slika 25: Rezultati izolacije rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 s kolono cOmplete™ His-Tag 
Purification Column na napravi FPLC 
Zgoraj: membrana po prenosu western obarvana s Ponceau S; spodaj: detekcija proteinov s protitelesi za 
histidinsko oznako. S črno puščico je označena velikost 29,2 kDa, ki ustreza rekombinantnemu proteinu 
SSP. Legenda: T: totalni proteini; S: supernatant oz. topna frakcija; P: pelet oz. netopna frakcija; 
E: zaporedna frakcija elucije iz FPLC; FT: nevezana frakcija] 
Figure 25: Results of the isolation of the recombinant protein VnaSSP4.2 on the cOmplete™ His-
Tag Purification Column using FPLC 
Top: Membrane stained with Ponceau S; bottom: protein detection with antibodies against His tag. Black 
arrow represents 29,2 kDa, the size of recombinant SSP. Legend: T: total proteins; S: supernatant; P: 
pelet; E: elution fraction; FT: flow through 
 
Koncentracijo proteinov v vzorcih smo določili s komercialnim kompletom Pierce™ 
BCA Protein Assay Kit in znaša za VnaSSP4.2 v Tris pufru 1 mg/ml in za VnaSSP4.2 v 
Hepes pufru prav tako 1 mg/ml. Skupno smo pridobili 10 ml proteina s koncentracijo 
1 mg/ml. 
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4.6.2 Izolacija rekombinantnega proteina VnaChtBP 
Odločili smo se, da poskusimo izolirati rekombinantni protein VnaChtBP iz topne 
frakcije pri pogojih, ki so se v predposkusih izkazali za najboljše. Izbrali smo celice 
SHuffle, temperaturo 16 °C in sintezo inducirali z 1 mM koncentracijo IPTG. Z 
namenom, da bi pridobili dovolj rekombinantnega proteina, smo pripravili 2 l kulture, ki 
smo jo skoncentrirali na 100 ml celičnega lizata. Lizat smo pripravili na podoben način, 
kot za rekombinantni protein VnaSSP4.2, in ga nanesli na kolono (ROCHE cOmplete™ 
His-Tag Purification Column) na napravi Äkta za tekočinsko kromatografijo za hitro 
ločevanje proteinov (FPLC). Združili smo frakcije, ki so bile ulovljene pri vrhu krivulje 
absorbance pri 280 nm (frakcije 4, 5, 6, 7 in 8), in odstranili imidazol (Slika 27). Graf, 
ki prikazuje potek elucije za izolacijo rekombinantnega proteina VnaChtBP, je prikazan 
na sliki (Slika 26). Polovico vzorca smo shranili v 20 mM Tris (pH 8), ostalo pa v 10 




Slika 26: Elucijski diagram za izolacijo rekombinantnega proteina VnaChtBP s kolono cOmplete™ 
His-Tag Purification Column na napravi FPLC  
Uporabljen gradient imidazola je bil od 0 do 500 mM. 
Figure 26: Elution diagram of isolation of the recombinant protein VnaSSP4.2 on the cOmplete™ 
His-Tag Purification Column using FPLC 
Gradient of imidasole from 0 to 500 mM was used. 
 
Koncentracijo proteinov v vzorcih smo določili s komercialnim kompletom Pierce™ 
BCA Protein Assay Kit in znaša za VnaChtBP v Tris pufru 0,4 mg/ml in za VnaChtBP 
v Hepes pufru 0,2 mg/ml. NaDS-page gel (Slika 27) je pokazal, da protein ni 
popolnoma čist. Pričakovali smo, da bomo na gelu videli le eno liso velikosti 54,2 kDa, 
ki ustreza velikosti proteina VnaChtBP z dodanimi oznakami. Prisotne pa so bile tudi 
nečistoče nižjih molekulskih mas, ki pa niso nujno posledica razgradnje 
rekombinantnega proteina, saj nobena izmed lis ne da pozitivnega signala s protitelesi 
za histidinsko oznako. Nečistoče so lahko posledica vezave s histidinom bogatih 
bakterijskih proteinov na kolono, ki jih nismo uspeli sprati s pufrom za resuspenzijo, a 
so se eluirali ob dodatku imidazola. 
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Slika 27: Rezultati izolacije rekombinantnega proteina VnaChtBP s kolono cOmplete™ His-Tag 
Purification Column na napravi FPLC 
Zgoraj: membrana po prenosu western obarvana s Ponceau S; spodaj: detekcija proteinov s protitelesi za 
histidinsko oznako. S črno puščico je označena velikost 54,2 kDa, ki ustreza rekombinantnemu proteinu 
VnaChtBP. Legenda: T: totalni proteini; S: supernatant oz. topna frakcija; P: pelet oz. netopna frakcija; 
E: zaporedna frakcija elucije iz FPLC; FT: nevezana frakcija 
Figure 27: Results of the isolation of the recombinant protein VnaChtBP on the cOmplete™ His-
Tag Purification Column using FPLC 
Top: Membrane stained with Ponceau S; bottom: protein detection with antibodies against His tag.Black 
arrow represents 54,2 kDa, the size of recombinant VnaChtBP. Legend: T: total proteins; S: supernatant; 
P: pelet; E: elution fraction; FT: flow-through 
 
Rekombinantni protein VnaChtBP, ki smo ga pridobili na napravi FPLC, ni bil ustrezne 
čistosti za nadaljnje delo. Odločili smo se, da ga izoliramo iz inkluzijskih telesc in 
sledili protokolu, ki so ga objavili Qi in sod. (2015). Inkluzijska telesca smo izolirali iz 
1 l suspenzije celic E. coli SHuffle, ki smo jih gojili pri 16 °C do stacionarne faze rasti. 
Tekom izolacije smo v več korakih odvzeli alikvot za analizo na NaDS-page. Proces 
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izražanja in čiščenja je prikazan na sliki (Slika 28, A). Ocenili smo, da je protein 
raztopljen iz inkluzijskih telesc 90 % čist, zato smo ga dodatno očistili s komercialnim 
kompletom Ni-NTA Spin Columns (Qiagen) ter skoncentrirali in odstranili imidazol s 
centrifugiranjem preko 3 kDa filter centrifugirk Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter 
Units (Merck). Vzorec smo shranili v pufru za resuspenzijo 1, ga alikvotirali v manjše 
volumne in shranili na - 80 °C. Rezultati čiščenja so prikazani na sliki (Slika 28 B in C). 
Vidimo, da smo s čiščenjem odstranili večino nečistoč, vendar smo med čiščenjem 
izgubili kar nekaj proteina. Na sliki prenosa western (Slika 28 C) lahko opazimo manjšo 
proteinsko liso, ki ustreza velikosti dimerne oblike proteina. 
 
 
Slika 28: Rezultati izolacije rekombinantnega proteina VnaChtBP iz inkluzijskih telesc 
S črno puščico je označena velikost 54,2 kDa, ki ustreza rekombinantnemu proteinu VnaChtBP. A: potek 
izražanja in izolacija iz inkluzijskih telesc; B: protein VnaChtBP pred in po čiščenju z Ni-NTA kolonami 
ter koncentriranju; C: prenos po westernu proteina VnaChtBP pred in po čiščenju z Ni-NTA kolonami ter 
koncentriranju. Legenda: T: totalni proteini; S: supernatant oz. topna frakcija; P: pelet oz. netopna 
frakcija; S1, S2: vzorca odvzeta med raztapljanjem inkluzijskih telesc; IT: inkluzijska telesca 
Figure 28: Results of isolation of the recombinant protein VnaChtBP from inclusion bodies 
Black arrow represents 54,2 kDa, the size of recombinant VnaChtBP. A: expression and isolation from 
inclusion bodies; B: protein VnaChtBP before and after Ni-NTA column purification and concentration; 
C: western blot of VnaChtBP proteins before and after Ni-NTA column purification and concentration. 
Legend: T: total proteins; S: supernatant; P: pelet; S1, S2: samples taken during the process of 
solubilization from inclusion bodies; IT: inclusion bodies 
 
Koncentracijo proteinov v vzorcih smo določili s komercialnim kompletom Pierce™ 
BCA Protein Assay Kit in znaša 0,6 mg/ml. Protein smo želeli koncentrirati na 1 mg/ml, 
a smo opazili, da pri koncentracijah nad 0,6 mg/ml pride do vidnega obarjanja in 
kosmičenja proteina. 
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4.6.3 Cirkularni dikroizem za rekombinantna proteina VnaChtBP in VnaSSP4.2 
S CD smo preverjali, ali so rekombinantni proteini pravilno zviti. Predvidevali smo, da 
bodo, v primeru pravilnega zvitja, proteini z višanjem temperature denaturirali, in 




Slika 29: CD spektri rekombinantnega proteina VnaChtBP pri različnih temperaturah v območju 
od 25 do 80 °C 
Legenda: RMSD: vrednost korena povprečnega kvadrata odstopanja (angl. root mean square deviation) 
Figure 29: CD spectra of the recombinant protein VnaChtBP at different temperatures between 
25 °C and 80 °C 
Legend: RMSD: root mean square deviation 
 
Slika 29 prikazuje spektre CD rekombinantnega proteina VnaChtBP v odvisnosti od 
temperature. Določili smo, da je optimalna koncentracija rekombinantnega proteina 
VnaChtBP za merjenje spektra CD 0,03 mg/ml. Pričakovane spremembe spektra CD, ki 
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Slika 30: CD spektri rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 pri različnih temperaturah v območju 
od 25 °C do 80 °C 
Legenda: RMSD: vrednost korena povprečnega kvadrata odstopanja (angl. root mean square deviation) 
Figure 30: CD spectra of the recombinant protein VnaSSP4.2 at different temperatures between 
25 °C and 80 °C 
Legend: RMSD: root mean square deviation 
 
Slika 30 prikazuje spektre CD rekombinantnega proteina VnaSSP4.2. v odvisnosti od 
temperature. Določili smo, da je optimalna koncentracija rekombinantnega proteina 
VnaSSP4.2 za merjenje spektrov CD 0,15 mg/ml. Očitne pričakovane spremembe 
spektra CD, ki je posledica denaturacije rekombinantnega proteina zaradi višanja 
temperature nismo zabeležili. Vidimo lahko, da pride do manjše spremembe le pri 
najvišji merjeni temperaturi 77, 54 °C. Ta sprememba se ohrani tudi, ko raztopino 
proteina ohladimo na 25 °C in ponovno izvedemo merjenje CD. 
 
4.7 SPOSOBNOST VEZAVE REKOMBINANTNIH PROTEINOV NA TARČNE 
MOLEKULE 
4.7.1 Sposobnost rekombinantnega proteina VnaChtBP za vezavo hitina 
Za protein VnaChtBP smo z različnimi bioinformacijskimi orodji določili, da vsebuje 6 
domen, ki so povezane z vezavo hitina. Odločili smo se, da napovedi preverimo s 
sedimentacijskim testom, s katerim smo preizkusili sposobnost proteina VnaChtBP za 
vezavo na različne ogljikove hidrate, med drugim hitine iz različnih virov. 
Rekombinantni protein VnaChtBP smo v različnih mikrocentrifugirkah zmešali z 
različnimi v vodi netopnimi ogljikovimi hidrati. Pojav proteinskih lis v vzorcih peleta 
na gelu po NaDS-page je indic vezave na netopen ogljikov hidrat, pojav proteinske lise 
v vzorcih supernatanta pa je posledica odsotnosti vezave na ta ogljikov hidrat. Na sliki 
prenosa western (Slika 31) z nanešenimi vzorci peleta in supernatanta vidimo, da se je 
T (°C) 
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rekombinantni protein VnaChtBP vezal na hitin iz hitinskih kroglic in na hitin iz 
rakovih oklepov, ni pa prišlo do vezave v primeru celuloze in ksilana. Prav tako je 
večina vzorca pri kontroli (v tem primeru rekombinantnemu proteinu VnaChtBP nismo 




Slika 31: Rezultati sedimentacijskega testa sposobnosti vezave rekombinantnega proteina 
VnaChtBP na različne ogljikove hidrate 
Figure 31: Results of the sedimentation assay for determination of recombinant VnaChtBP ability 
to bind different carbohydrates 
 
4.7.2 Sposobnost vezave lipidov za rekombinantni protein VnaSSP4.2 
Za protein VnaSSP4.2 smo z bioinformacijsko analizo s spletno bazo ProSite, ki je 
namenjena proteinskim domenam, družinam in funkcionalnim mestom, določili, da se v 
aminokislinskem zaporedju nahaja profil PS51257, ki je povezan z vezavo lipidov. To 
napoved smo preverili z vezavo rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 na lipidne in 
sfingo stripe, ki jih proizvaja podjetje Echelon. 
 
V prvem poskusu smo sledili navodilom proizvajalca in na lipidni strip nanesli pufer, v 
katerem smo raztopili rekombinantni protein VnaSSP4.2 v koncentraciji 0,5 µg/ml. 
Detekcija vezanih proteinov s protitelesi za histidinsko oznako je pokazala, da se 
protein VnaSSP4.2 specifično veže le na mesto na stripu, na katerem je nanešen sulfatid 
(Slika 32 A). Vezava je bila šibka, zato smo se odločili poskus ponoviti z 10x 
koncentracijo proteina. Uporabili smo pufer, v katerem smo raztopili rekombinantni 
protein VnaSSP4.2 v koncentraciji 5 µg/ml (Slika 32 B). V ponovljenem poskusu smo 
opazili, da se je rekombinantni protein VnaSSP4.2 vezal na kardiolipin, sulfatid in na 
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Slika 32: Vezava rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 na različne lipide nanešene na 
membranskem lipidnem stripu Echelon 
A: nanos 0,5 µg/ml VnaSSP4.2, B: nanos 5 µg/ml VnaSSP4.2 
Figure 32: Binding of the recombinant protein VnaSSP4.2 to different lipids spotted on the 
membrane lipid strip Echelon 
A: load 0,5 µg/ml VnaSSP4.2, B: load 5 µg/ml VnaSSP4.2 
Zanimiv rezultat nas je prepričal, da poskus ponovimo s sfingo stripi, ki jih prav tako 
ponuja proizvajalec Echelon. Na sfingo strip smo nanesli pufer, v katerem smo raztopili 
rekombinantni protein VnaSSP4.2 v koncentraciji 5 µg/ml (Slika 33). Opazili smo, da 
se rekombinantni protein VnaSSP4.2 ne veže na noben dodatni lipid nanešen na sfingo 
strip in zgolj potrdili vezavo na sulfatid. 
 
Slika 33: Vezava rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 na različne lipide nanešene na sfingo stripu 
Echelon. 
Figure 33: Binding of the recombinant protein VnaSSP4.2 to different lipids spotted on the 
membrane sphingo strip Echelon. 
 
4.8 TESTI IMUNSKEGA ODZIVA RASTLIN NA VnaSSP4.2 IN VnaChtBP 
4.8.1 Sprememba zunajceličnega pH v listnih diskih hmelja CE in WT ter v 
gojišču suspenzijskih celic N. tabacum BY-2 po dodatku rekombinantnih 
proteinov VnaChtBP in VnaSSP4.2 
Spremembo pH smo po dodatku rekombinantnih proteinov merili v listnih diskih 
neokuženih rastlin hmelja sorte CE in WT. Uporabili smo rekombinantne proteine 
VnaSSP4.2, VnaChtBP in negativno kontrolo (pufer v katerem smo imeli raztopljene 
proteine). Rekombinantne proteine smo z evaporatorjem infiltrirali v listne diske, a s pH 
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sondo in s sondo za merjenje prevodnosti nismo uspeli zaznati izmerljive spremembe 
pH ali prevodnosti. Poskus smo ponovili s suspenzijskimi celicami N. tabacum BY-2, 
pri katerih smo spremljali spremembo pH medija po dodatku rekombinantnih proteinov 
(Slika 34). Ob prvi časovni točki (15 min) po dodatku rekombinantnega proteina smo 
pri dodatku 100 nM proteina VnaChtBP zaznali rahel porast pH medija suspenzijskih 
celic za povprečno 0,1 enote pH. pH je tekom eksperimenta nihal za manj kot 0,05 
enote pH. V primeru, ko smo suspenzijskim celicam dodali 100 nM rekombinantnega 
proteina VnaSSP4.2, pa sprva porasta pH nismo zaznali, nekoliko (za 0,04 pH enote) se 
je povišal le v zadnjih časovnih točkah (160 in 200 min). 
 
 
Slika 34: Časovni potek spremembe zunajceličnega pH suspenzijskih celic tobaka BY-2 po dodatku 
100 nM rekombinantnega proteina VnaChtBP (rdeče) ali 100 nM rekombinantnega proteina 
VnaSSP4.2 (modro) 
Z odebeljenim x so označene povprečne vrednosti, z neodebeljenim x pa vrednosti posameznih meritev. 
Standardni odklon je prikazan s črno daljico. 
Figure 34: Time course of extracellular pH shift in the tobacco suspension cells BY-2 after addition 
of 100 nM recombinant protein VnaChtBP (red) or 100 nM recombinant protein VnaSSP4.2 (blue) 
Bold x represent the average values per time point and a non-bold x represents the values of individual 
measurements. A black line represents the standard deviation. 
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4.8.2 Spremljanje preobčutljivostnega odziva N. benthamiana (Nb) po dodatku 
rekombinantnih proteinov VnaChtBP in VnaSSP4.2 
Spremljali smo preobčutljivostni odziv Nb na infiltracijo rekombinantnih proteinov. V 
list 3-5 tednov stare rastline Nb smo infiltrirali naslednje volumne in koncentracije: 
 20 µl 1µM, 10 µM ali 50 µM rekominantnega proteina VnaChtBP, 
 20 µl 1µM, 10 µM ali 50 µM rekominantnega proteina VnaSSP4.2, 
 20 µl TRIS pufra za shranjevanje kot negativno kontrolo, 
 20 µl 1 µM ali 10 µM pozitivne kontrole (NLPPya). 
 
 
Slika 35: Spremljanje preobčutljivostnega odziva Nb na inflitracijo rekombinantnih proteinov 
VnaChtBP, VnaSSP4.2 in pozitivne kontrole (NLPPya) 
Slike so bile posnete 5 dni po infiltraciji rekombinantnih proteinov. Legenda: IP: infiltracijski pufer 
Figure 35: Monitoring of hypersensitive responses of Nb to infiltration of the recombinant proteins 
VnaChtBP, VnaSSP4.2 and positive control (NLPPya) 
Photographs were taken at 5 days after infiltration of recombinant proteins. Legend: IP: infiltration buffer 
 
Vzorce smo po opazovali za pojav kloroz ali nekroz, opazili smo, da so se razvile samo 
v primeru pozitivne kontrole. Tudi razbarvanje listov in barvanje s Tripan modrim je 
pokazalo, da je do preobčutljivostnega odgovora res prišlo le pri pozitivni kontroli 
(Slika 35). 
 
Pri poskusih subcelične lokalizacije smo z različnimi metodami poskusili v liste hmelja 
infitrirati suspenzijo bakterij A. t. Kljub številnim poskusom nismo odkrili postopka, za 
katerega bi lahko trdili, da je bila infiltracija v hmelj uspešna. Zaradi omejene količine 
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rekombinantnih proteinov smo se odločili, da poskusa infiltracije rekombinantnih 
proteinov za spremljanje pojava HR ne bomo ponavljali z listi hmelja. 
 
4.8.3 Merjenje sproščanja ROS pri suspenzijskih celicah A. thaliana T87 po 
dodatku rekombinantnih proteinov VnaChtBP in VnaSSP4.2 
Akumulacijo ROS po dodatku rekombinantnih proteinov VnaChtBP in VnaSSP4.2 smo 
merili v suspenzijskih celicah A. thaliana T87 (Slika 36). Hkrati smo merili 
akumulacijo ROS po dodatku pufra za shranjevanje rekombinantnih proteinov 
(negativna kontrola) in izvedli pozitivno kontrolo eksperimenta s peroksidom. ROS smo 
merili preko kemiluminiscence v reakciji s HRP in analogom luminola L012. Izkazalo 
se je, da dodatek 100 nM rekombinantnih proteinov VnaChtBP ali VnaSSP4.2 ne 
izzove akumulacije ROS v suspenzijskih celicah A. thaliana T87. Pozitivna kontrola 
eksperimenta, s katero smo preverili delovanje reagentov, je dosegla pričakovane 
vrednosti luminiscence. Poskus smo večkrat ponovili, pri čemer smo spreminjali 
eksperimentalne pogoje (koncentracije reagentov, koncentracije rekombinantnih 
proteinov, starost celične suspenzije, tip celic), a merljive akumulacije ROS v 




Slika 36: Časovni potek nastajanja ROS v suspenzijskih celicah A. thaliana T87 
Spremembo ROS smo spremljali po dodatku 100 nM rekombinantnega proteina VnaChtBP (modro), 100 
nM rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 (vijolično), enakega volumna pufra za shranjevanje 
rekombinantnih proteinov Tris (rdeče) in pozitivne kontrole eksperimenta (zeleno). Na Y osi so vrednosti 
luminiscence prikazane v logaritemski skali. 
Figure 36: Time course of ROS accumulation in suspension cells A. thaliana T87 
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ROS changes were recorded after the addition of 100 nM recombinant protein VnaChtBP (blue), 100 nM 
recombinant protein VnaSSP4.2 (purple), equal volume of recombinant protein storage buffer (red) and 
assay positive control (green) at different time points. Chemiluminescence values on the Y axis are 
represented on a logaritimic scale. 
 
4.8.4 Hitinazna aktivnost ekstrakta hmelja in ksilemskega soka 
Ekstrakt hmelja smo pripravili iz mešanice listov hmelja z Vna okuženih rastlin sorte 
CE in WT. Iz 50 g sveže nabranih listov smo pridobili 10 ml ekstrakta hmelja, ki smo 
ga v manjših alikvotih do uporabe hranili na - 80 °C.  
 
Vzorcem ksilemskega soka hmelja (Flajšman in sod., 2017) in vzorcu ekstrakta hmelja 
smo določili sposobnost cepitve hitina. Hitinazno aktivnost smo definirali kot 
spremembo absorbance pri 575 nm v 150 min po dodatku ksilemskega soka. Najvišja 
določena hitinazna aktivnost je bila v ksilemskem soku hmelja Wye-target (Preglednica 
6), ki je bil predhodno okužen z Vna, zato smo v nadaljnjih poskusih uporabili ta 
ksilemski sok. 
 
Preglednica 6: Hitinazna aktivnost vzorcev ksilemskega soka in ekstrakta hmelja izmerjena kot 
sprememba absorbance (A575) po 150 min inkubaciji s hitin azurom 
Table 6: Chitinase activity of samples of xylem sap and hop leaf extract measured as a change in 
absorbance (A575) after 150 min incubation with chitin azure 
 Ksilemski sok Ekstrakt 
hmelja 
Negativna 
kontrola WT- WT+ CE- CE+ 
ΔA575 0,398 0,492 0,138 0,397 0,369 0,057 
Legenda: WT-: hmelj sorte Wye-target, neokužen; WT+: hmelj sorte Wye-target, okužen; CE-: hmelj 
sorte Celeia, neokužen; CE+: hmelj sorte Celeia ,okužen 
Legend: WT-: hop Wye-target, non-infected; WT+: hop Wye-target, infected; CE-: hop Celeia, non-
infected; CE+: hop Celeia, infected 
 
4.8.5 Zaščita hif pred rastlinskimi hitinazami 
Znano je, da lahko nekateri proteini s sposobnostjo vezave hitina ščitijo glivne hife pred 
razgradnjo z rastlinskimi hitinazami. V literaturi kot vir hitinaz najpogosteje uporabljajo 
z gelsko kromatografijo prečiščen ekstrakt paradižnika in glivo T. viride, ki velja za eno 
bolj občutljivih na rastlinske hitinaze (de Jonge in sod., 2010; Mentlak in sod., 2012; 
Takahara in sod., 2016). Kot vir rastlinskih hitinaz smo v naših eksperimentih izbrali 
ksilemski sok okuženih hmeljev sorte WT, ki je v poskusih hitinazne aktivnosti pokazal 
najvišjo izmerjeno vrednost (Poglavje 4.8.4). 
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Slika 37: VnaChtBP zaščiti hife glive T. viride pred hitinazami iz ksilemskega soka hmelja 
Rast hif smo spremljali s svetlobnim mikroskopom v različnih pogojih: z dodatkom ksilemskega soka in 
rekombinantnega proteina CBP, brez ksilemskega soka in z dodatkom rekombinantnega proteina 
VnaChtBP, z dodatkom ksilemskega soka in brez rekombinantnega proteina VnaChtBP ter brez 
dodatkov. 
Figure 37: VnaChtBP protects hyphae of T. viride against xylem sap chitinases from hop 
Growth of fungus was monitored under light microscope at different conditions: with the addition of 
xylem sap and recombinant protein VnaChtBP, without xylem sap and with the addition of recombinant 
VnaChtBP, with the addition of xylem sap and without the addition of recombinant VnaChtBP and 
without additions. 
 
Izkazalo se je, da dodatek ksilemskega soka prepreči kalitev spor glive T. viride, ki, v 
primeru, da ji ne dodamo ksilemskega soka, izkazuje normalno kaljivost (Slika 37). V 
paralelnem poskusu smo spore glive T. viride predhodno inkubirali z rekombinantnim 
proteinom VnaChtBP. Dodatek rekombinantnega proteina VnaChtBP je omogočil 
kalitev spor glive T. viride, tako v poskusu s ksilemskim sokom, kot v poskusu brez 
ksilemskega soka kot vira hitinaz. Kombinacija ksilemskega soka in rekombinantnega 
proteina VnaChtBP je povzročila preplet hif T. viride in zgoščevanje glivnega micelija. 
Opisanega pojava nismo zaznali, ko smo glivo inkubirali zgolj z rekombinantnim 
proteinom VnaChtBP. 
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V okviru doktorske disertacije smo želeli opredeliti dva efektorska proteina glive Vna, 
ki smo ju izbrali na osnovi rezultatov analize AFLP, proteomske študije, mutacijske 
analize in bioinformacijske identifikacije CSEPs (Cregeen in sod., 2015; Flajšman, 
2016; Flajšman in sod., 2016; Marton, 2018). Eden izmed izbranih CSEPs glive Vna 
ima predviden motiv CBM18 (Carbohydrate-Binding Module Family 18), ki naj bi 
vezal hitin. Domnevali smo, da, podobno kot Slp1 (Mentlak in sod., 2012) in Ecp6 (de 
Jonge in sod., 2010), ščiti glivo pred rastlinskim imunskim sistemom tako, da 
odstranjuje fragmente hitina in onemogoči PTI. Pri drugem CSEP smo odkrili profil 
(Prosite PS51257) z možno vezavo na lipidne molekule. 
 
Na spletu je na voljo veliko število spletnih orodij za molekularno bioinformatiko. V 
doktorski disertaciji smo se osredotočili na tiste, ki so namenjeni delu s posameznimi 
aminokislinskimi zaporedji, saj smo želeli preučiti lastnosti kandidatnih proteinov, 
VnaChtBP in VnaSSP4.2. S konfokalno mikroskopijo smo želeli določiti subcelično 
lokalizacijo izbranih CSEPs v modelni rastlini Nb, saj smo predpostavljali, da bomo 
lahko s poznavanjem subcelične lokalizacije CSEPs zmanjšali nabor bioloških 
procesov, v katere bi lahko bili izbrani CSEPs udeleženi (na primer lokalizacija v jedru 
in možna regulacija transkripcije). S pristopom Y2H smo v knjižnici cDNA krompirja 
iskali rastlinske interaktorje preučevanih CSEPs. Upali smo, da bomo odkrili rastlinske 
proteinske tarče CSEPs ali ustrezne rastlinske receptorje za prepoznavo preučevanih 
CSEPs. Predpostavili smo, da so v E. coli pripravljeni rekombinantni CSEPs primerni 
za izvedbo bioloških testov: spremljanje preobčutljivostnega odziva, spremljanje 
spremembe zunajceličnega pH, spremljanje akumulacije ROS in sposobnost zaščite hif 
pred hidrolizo s hitinazami. Z infiltracijo oz. dodajanjem rekombinantnih CSEPs v Nb, 
N. tabacum, A. thaliana v hmelj smo želeli potrditi vlogo CSEPs v odzivu PTI pri 
rastlinah (spremljali smo sproščanje ROS in alkalinizacijo izvenceličnega pH). Z 
opazovanjem pojava HR po infiltraciji rekombinantnih CSEPs smo želeli odkriti 
specifičen odziv ETI (Silipo in sod., 2010). Poleg tega smo za oba rekombinantna 
CSEPs želeli preverili sposobnost vezave na predvidene tarčne molekule in s tem 
potrditi ali ovreči predvideno vezavo CSEPs na hitin oz. na lipidne molekule. 
 
5.1 FUNKCIJSKA ANALIZA EFEKTORSKEGA PROTEINA VnaChtBP 
V okviru doktorske disertacije smo želeli karakterizirali efektorski protein glive Vna, 
izbran na osnovi rezultatov analize AFLP in mutacijske analize (Cregeen in sod., 2015; 
Flajšman, 2016). Izbrani efektor ima predviden motiv CBM18 (Carbohydrate-Binding 
Module Family 18), ki naj bi vezal hitin. Domnevali smo, da, podobno kot Slp1 
(Mentlak in sod., 2012) in Ecp6 (de Jonge in sod., 2010), ščiti glivo tako, da odstranjuje 
hitinske fragmente in onemogoči PTI.  
 
Z različnimi na spletu dostopnimi bioinformacijskimi orodji smo želeli opredeliti gen 
Vna8.213 in VnaChtBP - protein, ki ga ta gen kodira. Za efektorski protein VnaChtBP 
glive Vna smo z orodjem BlastP ugotovili, da je soroden lektinu glive Va VaMs.102, 
proteinu s predikcijo vezave hitina (Klosterman in sod., 2011). Poleg tega je BlastP 
določil, da VnaChtBP vsebuje kar 6 domen s sposobnostjo vezave hitina, kar je potrdilo 
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tudi iskanje v podatkovnih bazah Superfamily in Pfam. Spletno orodje Blast to Gene 
Onthology je protein VnaChtBP uvrstilo v skupino GO s sposobnostjo vezave hitina. 
Znano je, da glivni efektorji LysM s sposobnostjo vezave sproščenih hitinskih 
fragmentov, ki se v okuženi rastlini pojavijo po razgradnji glivnih celičnih sten, 
preprečijo imunski odziv rastline (Kombrink in Thomma, 2013). Ena izmed glavnih 
značilnosti efektorjev je delovanje v izvenceličnem prostoru, za kar je potreben signalni 
peptid za sekrecijo proteinskega efektorja iz glive. Spletna orodja SignalP, WoLF 
PSORT in InterPro so pri proteinu VnaChtBP zaznala signalni peptid, ta ugotovitev se 
sklada tudi s predikcijo spletnih orodij TMHMM in SAPS, ki sta določila, da protein ni 
transmembranski in da se nahaja v izvenceličnem prostoru. V sklopu te doktorske 
disertacije smo opravili pregled nukleotidnih zaporedij gena VnaChtBP med 28 sevi 
Vna in 4 sevi Va ter ugotovili, da je gen VnaChtBP zelo ohranjen in evolucijsko stabilen 
gen, pomemben za življenjski stil glive. 
 
Poznavanje subcelične lokalizacije določenega efektorja lahko znatno vpliva na 
razumevanje njegovega delovanja, saj omeji nabor bioloških procesov, v katere bi lahko 
bil efektor vpleten. Subcelično lokalizacijo efektorja VnaChtBP smo določili tako, da 
smo gen VnaChtBP, sklopljen z zapisom za mRFP, z metodo agroinfiltracije prehodno 
izrazili v listih Nb. Konfokalna mikroskopija transformiranih listov je razkrila nukleo-
citosolno lokalizacijo z delno izključitvijo iz jedrca. Izključitev iz jedrca je najverjetneje 
posledica velikosti konstrukta CBP::mRFP oz. mRFP::CBP. Nukleo-citosolna 
lokalizacija je značilna tudi za sam mRFP. Bali smo se, da je prišlo do postranslacijskih 
sprememb, ki bi se odražale v cepitvi VnaChtBP od mRFP, zato smo z NaDS-page in 
prenosom western potrdili ustrezno velikost izraženega produkta, ki za CBP::mRFP in 
za mRFP::CBP znaša 63,7 kDa oz 63,5 kDa. Nukleo-citosolna lokalizacija je daleč 
najbolj pogost rezultat pri preučevanju subcelične lokalizacije v modelni rastlini Nb in 
nam le malo pove o bioloških procesih, v katere bi lahko bil efektor vpleten (Boevik, 
2016). En izmed razlogov za nukleo-citosolno lokalizacijo efektorja je pomanjkanje tarč 
ali receptorjev znotraj celice Nb. Leto in pol po opravljenih poskusih subcelične 
lokalizacije efektorja VnaChtBP so Sperschneider in sod. (2018) na spletu objavili 
orodje za določanje apoplastne lokalizacije efektorjev. Spletno orodje ApoplastP smo 
uporabili za analizo zaporedja zrele oblike proteina VnaChtBP (z odstranjenim 
signalnim peptidom). ApoplastP je zrel VnaChtBP z verjetnostjo 0.9 uvrstil med 
apoplastne efektorje. To pomeni, da se VnaChtBP po sekreciji iz glive Vna ne 
transportira v notranjost rastlinskih celic, temveč ostane in deluje v apoplastnem 
prostoru, ki se nahaja med rastlinsko celično steno in plazemsko membrano. Metoda 
subcelične lokalizacije s prehodnim izražanjem efektorjev v listih Nb pa izražene 
efektorje proizvede in ohrani znotraj rastlinske celice, to je na drugi strani plazemske 
membrane, kjer se, če ne najdejo ustreznih tarč, razporedijo po celotni celici in s 
konfokalnim mikroskopom določimo nukleo-citosolno lokalizacijo. 
 
Potencialne rastlinske interaktorje proteina VnaChtBP smo iskali s pristopom Y2H, ki 
se je uveljavil za preučevanje interaktoma patogen-rastlina tudi pri ostalih vrstah iz rodu 
Verticillum, kjer je večji delež raziskav objavljenih na patosistemu Vd-bombaževec. Za 
izvedbo Y2H smo imeli na voljo Y2H knjižnico cDNA krompirja, ki je bil izpostavljen 
okužbi z oomiceto P. infestans in je last inštituta James Hutton Institute. Knjižica cDNA 
hmelja, ki je bil okužen z Vna, tekom izvajanja te doktorske disertacije še ni bila 
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primerna za uporabo, zato smo izbrali alternativno knjižnico krompirja, ki je, poleg 
hmelja, znan gostitelj Vna. S pristopom Y2H smo iskali potencialne rastlinske 
interaktorje proteina VnaChtBP, ki so ohranjeni tudi pri krompirju. S štetjem števila 
kolonij, ki so zrastle na gojišču SC-LW smo ocenili, da smo z Y2H preverili kar 1,2 x 
10
6
 potencialnih interaktorjev iz knjižnice Y2H. Odločili smo se, da podrobno preučimo 
zgolj srednje in močne interaktorje. Pogoj za srednje interaktorje je, da so na vsaj dveh 
od treh reporterskih testov kazali pozitiven rezultat - rast kolonij kvasovk. 
 
Za protein VnaChtBP smo na prvem presejalnem testu določili 32 potencialnih kolonij, 
ki so na ploščah zrastle večje od rasti ozadja. Kolonije smo precepili na sveže gojišče 
SC-LWH, na gojišče SC-LWU in na gojišče SC-LW z membrano za izvedbo poskusa 
X-gal. Ugotovili smo, da je vseh 32 precepljenih kolonij uspešno rastlo na gojišču SC-
LWH, od tega je bilo 23 srednjih interaktorjev, ki so dali pozitiven rezultat tudi s testom 
X-gal, in 3 močni interaktorji, ki so dali pozitiven rezultat pri vseh treh reporterskih 
testih. Iz kolonij srednjih in močnih interaktorjev smo najprej izolirali plazmide in jih 
namnožili v bakterijah E. coli, nato pa jih izolirali in sekvencirali. Z analizo 
pridobljenih nukleotidnih zaporedij smo odkrili, da je kar 16 plazmidov takih, pri 
katerih je bila vnešena cDNA krompirja izven bralnega okvirja AD GAL4 in posledično 
ne gre za dejanske proteine krompirja. Med plazmide z napačnim bralnim okvirjem so 
se uvrstili tudi trije močni interaktorji, pri katerih smo videli pozitiven rezultat na vseh 
treh reporterskih testih. Od preostalih identificiranih interaktorjev so se 3 interaktorji po 
Blastp analizi uvrstili med proteine, ki izvirajo iz oomicete P. infestans, 3 interaktorji pa 
so bili pravi interaktorji krompirja. To so bili: 
 >XP_006355897 LOC102588818 [Solanum tuberosum]: s predikcijo 
določen, nekarakteriziran protein, 
 >XP_015166274 [Solanum tuberosum]: hipotetičen protein podoben 
proteinom cinkovih prstov, 
 >XP_006345777 [Solanum tuberosum]: biotin karboksil prenašalni 
protein kompleksa acetil-CoA karboksilaze, kloroplastna izoforma X2. 
 
Za 3 interaktorje, ki izvirajo iz oomicete, se je izkazalo, da gre v vseh treh primerih za: 
»conserved hypothetical protein XP_002901362«. Gre za hipotetični protein, velik 337 
aminokislin, ki so ga s predikcijo določili pri P. infestans, sev T30-4. Pod to akcesijsko 
številko v bazi znanstvenih objav PubMed ne najdemo nobenih dokumentov. 
 
Prvi rastlinski interaktor, pod akcesijsko številko XP_006355897, je prav tako s 
predikcijo določen protein z imenom LOC102588818, velikosti 770 aminokislin in je 
bil identificiran pri kultivarju krompirja DM 1-3 516 R44. Pod to akcesijsko številko in 
tem imenom v bazi znanstvenih objav PubMed ne najdemo nobenih dokumentov. 
 
Pri istem kultivarju krompirja smo določili naslednji interaktor: XP_015166274. Gre za 
predviden protein, ki je podoben proteinom cinkovih prstov (angl. zinc finger protein 8-
like). Ponovno pod tem imenom in pod to akcesijsko številko v bazi znanstvenih objav 
PubMed ne najdemo nobenih oprijemljivih dokumentov. Protein cinkovih prstov 8 je bil 
določen in preučen pri modelni rastlini A. thaliana, nahaja se v jedru in je vpleten v 
regulacijo transkripcije (Gaudinier in sod., 2011). La Rosa in sod. (2014) so z Y2H 
pokazali, da protein cinkovih prstov 8 interagira s transkripcijskim faktorjem GAI, ta pa 
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ima z našim preučevanim proteinom VnaChtBP le 3% pokritost s 67% identičnostjo 
sekvenčnega ujemanja. Poleg GAI so za protein cinkovih prstov z Y2H Causier in sod. 
(2012) odkrili še interaktor TPL, ki ima s proteinom VnaChtBP le 2% prikritost s 75% 
identičnostjo sekvenčnega ujemanja. 
 
Naslednji rastlinski interaktor je biotin karboksil prenašalni protein kompleksa acetil-
CoA karboksilaze, kloroplastna izoforma X2 (angl. biotin carboxyl carrier protein of 
acetyl-CoA carboxylase, chloroplastic-like isoform X2). Ta 285 aminokislin velik 
protein je bil predviden pri istem kultivarju krompirja, kot predhodna proteina in ima 
akcesijsko številko XP_006345777. Pod to akcesijsko številko ali angleškim imenom v 
bazi znanstvenih objav PubMed ne najdemo nobenih dokumentov. 
 
Glede na določene rastlinske interaktorje, ki so povezani z jedrom (protein, ki je 
podoben proteinom cinkovih prstov) ali s kloroplasti, bi lahko pri poskusih subcelične 
lokalizacije VnaChtBP sklopljenega z mRFP pričakovali popolno jedrno ali 
kloroplastno subcelično lokalizacijo v celicah Nb, vendar se ni izkazalo tako, saj je bila 
lokalizacija nukleo-citosolna z delno izključitvijo iz jedrca, kar je tipična slika 
nespecifične lokalizacije. 
 
Pregledali smo tudi ohranjenost nukleotidnih zaporedij gena Vna8.213 v različnih sevih 
glive Vna in Va. Za ta namen smo z ZO specifičnimi za gen Vna8.213 s PCR pomnožili 
in sekvencirali Vna8.213 oz. nukleotidna zaporeja podobna Vna8.213 pri 28 sevih glive 
Vna in 4 sevih glive Va. Pri nobenem od 28 izolatov Vna nismo odkrili polimorfizma v 
nukleotidnem zaporedju gena Vna8.213, prav tako polimorfizma nismo odkrili znotraj 4 
nukleotidnih zaporedij pomnožkov PCR glive Va. Poravnava nukleotidnih zaporedij 
gena Vna8.213 in gena glive Va je pokazala, da se gena ujemata v 96,9 % nukleotidnega 
zaporedja. Zaradi degeneriranosti genskega koda to predstavlja 96,8 % ujemanje na 
nivoju aminokislin. Dobljeni rezultati brez polimorfizmov znotraj sevov Vna in z 
visokim sekvenčnim ujemanjem med Vna in Va se skladajo s teorijo evolucijske 
stabilnosti gena, pomembnega za življenjski stil glive. 
 
Za izvedbo bioloških testov in za preverjanje sposobnosti vezave tarčnih molekul smo 
potrebovali rekombinantne proteine. Nukleotidnemu zaporedju, ki kodira protein 
VnaChtBP, smo odstranili del zaporedja, ki kodira zapis za signalni peptid tega 
proteina. Dobljeno zaporedje smo s tehniko vnosa gena Gibson vnesli v lineariziran 
vektor pET32a. Rekombinantni vektor s potrjenim ustreznim zaporedjem smo vnesli v 
celice E. coli BL21 in E. coli SHuffle. Izvedli smo več poskusov izražanja 
rekombinantnega proteina VnaChtBP, pri katerih smo iskali take pogoje, da bi se 
rekombinantni protein VnaChtBP izražal v topni frakciji. V poskusih smo spreminjali 
sev izražanja, temperaturo, koncentracijo IPTG za indukcijo sinteze in trajanje 
izražanja. Kljub optimizaciji pogojev nismo uspeli odkriti takih, pri katerih bi se 
rekombinantni protein izražal v topni frakciji v zadostni količini, da bi ga lahko očistili s 
FPLC. Rekombinantni protein smo zato pridobili iz netopnih inkluzijskih telesc po 
protokolu, ki so ga objavili Qi in sod. (2015). Pogoji izražanja, ki smo jih uporabili za 
pripravo z inkluzijskimi telesci bogatih celic E. coli so bili: sev SHuffle, izražanja pri 
25 °C, indukcija z 1 mM IPTG in trajanje izražanja preko noči. Iz inkluzijskih telesc 
smo po protokolu Qi in sod. (2015) pri nizki koncentraciji uree pridobili topen 
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rekombinantni protein. Nato smo ga še dodatno čistili s kolonami z Ni-NTA kemijo in 
rekombinantni protein skoncentrirali s centrifugiranjem preko 3 kDa filter centrifugirk. 
Protein smo želeli skoncentrirati na 1 mg/ml, a smo opazili, da pri koncentracijah nad 
0,6 mg/ml pride do vidnega obarjanja in kosmičenja proteina. Pravilno zvitje 
rekombinantnega proteina VnaChtBP smo želeli potrditi z merjenem spektrov CD. 
Spektre CD raztopine proteina smo merili pri različnih temperaturah in pričakovali, da 
bomo odkrili tako temperaturo, pri kateri bo iz spektra CD možno razbrati, da je prišlo 
do denaturacije rekombinantnega proteina VnaChtBP. Kljub temu, da smo temperaturo 
dvignili vse do 77,88 °C, nismo opazili take spremembe spektra CD. Iz takih rezultatov 
lahko sklepamo, da rekombinantni protein ni bil pravilno zvit. 
 
Kljub temu, da je spekter CD nakazoval, da rekombinantni protein VnaChtBP ni 
pravilno zvit, smo se odločili, da s takim rekombinantnim proteinom izvedemo 
eksperiment sposobnosti vezave VnaChtBP na različne ogljikove hidrate. 
Rekombinantni protein smo v mikrocentrifugirkah zmešali z različnimi ogljikovimi 
hidrati in spremljali pojav proteinskih lis na NaDS-page gelu v vzorcih peleta, kar je 
posledica vezave rekombinantnega proteina na netopen ogljikov hidrat. S takim 
sedimentacijskim testom smo ugotovili, da se rekombinantni protein VnaChtBP 
specifično veže na hitin, ne veže pa se na celulozo ali na ksilan. S tem poskusom smo 
potrdili predikcijo spletnih orodij BlastP, Superfamily in Pfam, ki so pri proteinu 
VnaChtBP določil 6 domen s sposobnostjo vezave hitina. Rezultati se prav tako 
skladajo s predikcijo spletnega orodja Blast to Gene Ontology, ki je protein VnaChtBP 
uvrstilo v skupino GO s sposobnostjo vezave hitina. Z dokazano specifično vezavo 
rekombinantnega proteina VnaChtBP na hitin smo pokazali, da je funkcija proteina 
VnaChtBP lahko podobna funkciji drugih proteinov, ki specifično vežejo molekule 
hitina in so vpleteni v interakcijo patogen-rastlina. Sposobnost vezave hitina so s 
podobnimi poskusi na rekombinantnih proteinih pokazali že za Avr4 (van den Burg in 
sod., 2004) in Ecp6 (de Jonge in sod., 2010; Mentlak in sod., 2012) glive C. fulvum, 
Mg3LysM in Mg1LysM glive M. graminicola (Marshall in sod., 2011), Slp1 glive M. 
oryzae (Mentlak in sod., 2012), ChELP1 in ChELP2 glive C. higginsianum (Takahara 
in sod., 2016), Vd2LysM glive Vd (Kombrink in sod., 2017) in za MpChi glive M. 
perniciosa (Fiorin in sod., 2018). Poskusi so podrobneje predstavljeni v 
pregledniciPreglednica 2. Nezanemarljiv rezultat pozitivnega sedimentacijskega testa za 
vezavo na hitin je tudi dejstvo, da je rekombinantni protein izkazoval funkcijo, 
predvideno s spletnimi orodji. Ustrezno delovanje rekombinantnega proteina 
nedvoumno kaže na to, da je rekombinantni protein pravilno zvit in da rezultati meritev 
CD spektra niso odraz nepravilno zvitega in posledično neaktivnega proteina. 
 
Van den Burg in sod. (2006) so poročali, da Avr4 glive C. fulvum, ki vsebuje domeno 
za vezavo hitina (CBM14), zaščiti glivo pred razgradnjo z rastlinskimi hitinazami. Za 
poskus so izbrali dve glivi: T. viride in Fusarium solani, saj sta, kot navajajo, zelo 
občutljivi na rastlinske hitinaze in β-1,3-glukanaze. Rekombinantni Avr4 se je izkazal in 
že v 1 µM koncentraciji za T. viride oz. 4 µM za F. solani učinkovito preprečil 
encimatsko razgradnjo glivnih hif. Delo na glivi C. fulvum so nadaljevali de Jonge in 
sod. (2010), ki so v sorodnem poskusu za rekombinantni protein Avr4 ponovno 
pokazali, da zaščiti hife T. viride pred hitinazami. Do podobnih ugotovitev pa niso prišli 
pri preučevanju proteina LysM Ecp6 glive C. fulvum, saj niti v 10 µM koncentraciji ni 
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nudil zaščite hif pred hitinazami. V naslednjem sorodnem poskusu so za rekombinantni 
protein Avr4 ponovno potrdili, da zaščiti hife T. viride pred hitinazami, tokrat iz 
ekstrakta paradižnikovih listov (Mentlak in sod., 2012). Podobno kot pri Ecp6 pa 
sposobnosti za zaščito hif niso odkrili pri preučevanem proteinu LysM Slp1 glive 
M. oryzae, niti v primeru dodatka 100 mM koncentracije rekombinantnega proteina. 
Marshall in sod. (2011) so za dva homologa Ecp6 –proteina LysM Mg3LysM in 
Mg1LysM glive M. graminicola prvi pokazali, da lahko tudi proteini LysM zaščitijo 
glivne hife pred rastlinskimi hitinazami. Takahara in sod. (2016) pa tega niso potrdili za 
proteina LysM ChELP1 in ChELP2 glive C. higginsianum. Kombrink in sod. (2017) so 
odkrili protein LysM Vd2LysM glive V. dahliae, ki deluje podobno kot Avr4. Poskus 
zaščite hif pred hidrolitično encimsko mešanico so izvedli na glivi Fusarium 
oxysporum, ki so jo uspešno zaščitili z dodatkom rekombinantnega proteina Vd2LysM, 
pripravljenega v E. coli. Poleg proteinov z domeno CBM14 (Avr4) in proteinov LysM 
(Mg3LysM, Mg1LysM in Vd2LysM) so zaščitno vlogo pokazali tudi za protein z 
domeno CBM18 glive B. dendrobatidis (Abramyan in Stajich, 2012; Liu in Stajich, 
2015). V tej doktorski disertaciji smo pokazali, da se je tudi med rastlinskimi patogeni 
razvil protein CBM18, ki ima zaščitno vlogo pred razgradnjo hif glive T. viride z 
rastlinskimi hitinazami. Z uporabo rekombinantnega proteina smo pokazali, da 3 µM 
koncentracija VnaChtBP ugodno vpliva na kalitev in rast hif T. viride v prisotnosti 
ksilemskega soka z dokazano hitinazno aktivnostjo (Slika 37). Dodatek ksilemskega 
soka, ki hidrolizira reagent hitin azur, prepreči kalitev spor glive T. viride. V paralelnem 
poskusu smo spore glive T. viride predhodno inkubirali z rekombinantnim proteinom 
VnaChtBP, kar je omogočilo kalitev spor glive T. viride. Kombinacija ksilemskega soka 
in rekombinantnega proteina VnaChtBP je povzročila preplet hif T. viride in 
zgoščevanje glivnega micelija. Opisanega pojava zgoščevanja nismo zaznali, ko smo 
glivo inkubirali zgolj z rekombinantnim proteinom VnaChtBP. Razlagamo si, da je za 
preplet odgovorna interakcija med glivo, VnaChtBP in ksilemskim sokom. Mehanizem 
te interakcije bi lahko v prihodnosti podrobneje raziskali s frakcionacijo ksilemskega 
soka in ponovnimi testi zaščite hif bi morda lahko identificirali interaktor iz 
ksilemskega soka, ki je odgovoren za formacijo prepleta hif. 
 
Za efektor VnaChtBP smo na podlagi pregleda literature sumili, da za vezavo hitina 
tvori dimere, tako kot so to ugotovili že pri drugih efektorjih, ki vežejo hitin. Kot 
primera na tem mestu navajamo dimerizacijo Ecp6 glive C. fulvum (Sánchez-Vallet in 
sod., 2013) in MpChi glive M. perniciosa (Fiorin in sod., 2018). Za preučevanje 
dimerizacije VnaChtBP smo se poslužili pristopa Y2H, pri čemer smo tako v vektor 
pDEST22, kot v pDEST32 vstavili gen VnaChtBP brez dela zaporedja, ki kodira 
signalni peptid. Ko-transformirane S. cerevisiae s tema vektorjema smo nacepili na 
reporterska gojišča SC-LWH, SC-LWU in na gojišče SC-LW z membrano za izvedbo 
poskusa z X-gal. Z Y2H smo potrdili dimerizacijo efektorja VnaChtBP, saj je ko-
transformirana kvasovka uspešno rastla na reporterskem gojišču SC-LWH (Slika 17). 
Odsotnost rasti na reporterskem gojišču SC-LWU in odsotnost pozitivnega testa z X-gal 
nakazujeta, da je dimerizacija efektorja šibka. Predvidevamo, da se interakcija 
stabilizira, ko se v proteinski kompleks pridruži še molekula hitina. 
 
Še pred končanim eksperimentalnim delom te doktorske disertacije je Flajšman (2016) 
v svoji doktorski disertaciji preučil vpliv VnaChtBP na virulenco glive Vna. Pripravil je 
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mutante glive z izbitim genom VnaChtBP (imenuje ga VnaCBM8.213) in s takimi 
mutanti okužil hmelj ter simptome okužbe primerjal s simptomi, ki jih povzroči divji tip 
glive ter z negativno kontrolo. Izkazalo se je, da je virulenca delecijskih mutantov 
primerljiva z virulenco divjega tipa (Slika 9), kar se ne sklada s teorijo evolucijske 
stabilnosti, ki smo jo postavili po analizi nukleotidnega zaporedja gena VnaChtBP v 
različnih izolatih Vna in Va. Rezultati se prav tako ne ujemajo z rezultati predhodnih 
raziskav, pri katerih so ocenjevali virulenco glivnih mutantov z izbitimi ali utišanimi 
geni z vezavo hitina. Utišanje Avr4 glive C. fulvum je znižalo virulenco mutantov v 
poskusih okuževanja paradižnika (van Esse in sod., 2007). Podobno je delecija SLP1 
signifikantno zmanjšala virulenco M. oyzae pri poskusih okuževanja riža, zanimivo pa 
je, da se je virulenca mutanta povrnila na raven divjega tipa v primeru okuževanja riža z 
utišanim receptorjem za prepoznavo hitina (Mentlak in sod., 2012). Utišanje gena 
ChELP1 je prav tako vplivalo na znižano virulenco glive C. higginsianum pri 
okuževanju rastlin Arabidopsis (Takahara in sod., 2016). Rezultati Flajšmana (2016) se 
le delno ujemajo z rezultati delecijskih mutantov pri sorodni glivi Vd (Kombrink in sod., 
2017). Mutanti Vd2LysM glive Vd so pri poskusih okuževanja modelnih Nb in 
Arabidopsis kazali virulenco divjega tipa. Zanimivo, da so delecijski mutanti kazali 
nekoliko zmanjšano virulenco pri poskusih okuževanja gostiteljske rastline paradižnika. 
Mutanti glive Vd z izbitimi sorodnimi proteini (Vd4LysM, Vd5LysM, Vd6LysM) pa niso 
kazali znižane virulence pri poskusih okuževanja paradižnika, Nb ali rastline 
Arabidopsis. V strokovni objavi, ki je nastala na podlagi te doktorske naloge, smo 
razpravljali, da nepričakovan rezultat delecijskih mutantov lahko pripišemo ostalim 
proteinom z domeno CBM18, ki lahko v primeru izbitja gena Vna8.213 prevzamejo 
njegovo funkcijo (Volk in sod., 2019). 
 
Poleg vezave proteina VnaChtBP na hitin in vpletenosti v zaščito hif pred razgradnjo z 
rastlinskimi hitinazami, nas je zanimala tudi vloga VnaChtBP kot potencialnega 
povzročitelja odziva PTI ali ETI pri rastlinah. Raziskave vpletenosti VnaChtBP v odziv 
PTI oz. ETI smo najprej opravili na modelnih rastlinah (Nb, N. tabacum in A. thaliana), 
upali pa smo, da jih bomo lahko uspešno prenesli tudi na hmelj, ki je gostiteljska 
rastlina glive Vna. Prve izsledke o ne-vpletenosti VnaChtBP v ETI smo pridobili že ob 
izražanju proteina VnaChtBP sklopljenega z mRFP v listih Nb v poskusu določitve 
subcelične lokalizacije. Pet dni smo spremljali pojav HR, a v nobenem primeru na 
mestu infiltracije A. t. nismo opazili pojava kloroz ali nekroz. V literaturi pri 
raziskovanju funkcije virulentnih dejavnikov gliv iz rodu Verticillium zasledimo 
različne biološke teste, s katerimi raziskovalci preko rekombinantnih proteinov 
spremljajo imunski odziv rastline. Pogost poskus je infiltracija rekombinantnih 
proteinov v liste rastlin. Z infiltracijo rekombinantnega proteina PevD1 v liste tobaka so 
določili, da že 50 µl 100 nM PevD1 sproži HR pri tobaku (Wang in sod., 2012). Z 
infiltracijo rekombinantnega proteina XEG1 so pokazali, da deluje kot PAMP pri 
tobaku, paradižniku, papriki, soji, koruzi in bombažu (Ma in sod., 2015). Tudi pri naših 
poskusih smo spremljali HR Nb na infiltracijo rekombinantnega proteina VnaChtBP. V 
list 3 tedne stare rastline Nb smo infiltrirali 20 µl 1 µM, 10 µM ali 50 µM 
rekombinantnega proteina VnaChtBP, vendar tudi po 5 dneh nismo opazili pojava 
kloroz ali nekroz. Na odziv PTI lahko pokažemo tudi z merjenjem alkalinizacije ali 
prevodnosti zunajceličnega prostora suspenzijskih celic ali listnih diskov. Alkalinizacijo 
izvenceličnega medija suspenzijskih celic tobaka so določili po dodatku 
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rekombinantnega proteina PevD1 (Wang in sod., 2012). Imunski odziv Nb na 
infiltracijo 50 µM rekombinantnega proteina VdCP1 so pokazali tudi z merjenjem 
prevodnosti pri tretiranih listnih diskih (Zhang Y. in sod., 2017). Tudi za rekombinantni 
protein VnaChtBP smo merili spremembo pH pri listnih diskih hmelja CE in WT, ki 
smo jih infiltrirali z evaporatorjem. S sondo pH in s sondo za merjenje prevodnosti 
nismo uspeli zaznati izmerljive spremembe pH ali prevodnosti. To lahko pomeni, da 
infiltracija v listne diske z evaporatorjem ni bila uspešna ali pa, da infiltracija 
rekombinantnega proteina VnaChtBP (v testirani koncentraciji) ne sproži HR pri hmelju 
sorte CE in WT. Poskus spremljanja alkalinizacije izvenceličnega prostora smo ponovili 
s suspenzijskimi celicami N. tabacum BY-2. 15 min po dodatku 100 nM 
rekombinantnega proteina VnaChtBP smo zaznali rahel porast pH, sprememba je v 
povprečju znašala 0,1 enote pH in nihala za manj kot 0,05 enote pH ter ostala stabilna 
tekom 200 min merjenja. Wang in sod. (2012) so poročali o porastu pH pri celicah BY-
2 tretiranih s PevD1, sprememba je bila najvišja 50 min po dodatku rekombinantnih 
proteinov in je znašala skoraj 0,4 enote pH, pH je po 100 min upadel na začetno raven. 
Prepoznavo PevD1 so pokazali tudi z merjenjem nastajanja ROS, kjer so z 
luminometrom 30 min po dodatku rekombinantnega proteina zaznali porast H2O2 v 
celični suspenziji. Pri naših eksperimentih smo akumulacijo ROS po dodatku 
rekombinantnega proteina VnaChtBP merili v suspenzijskih celicah A. thaliana T87. 
Izkazalo se je, da dodatek 100 nM rekombinantnega proteina VnaChtBP ne izzove 
akumulacije ROS pri nobenem od preizkušenih pogojev. Iz nabora rezultatov 
spremljanja odzivov ETI in PTI pri hmelju, tobaku Nb in N. tabacum BY-2 ter 
A. thaliana T87 smo zaključili, da imunski receptorji preučevanih rastlin ne 
prepoznavajo proteina VnaChtBP. Prepoznavo z intracelularnimi receptorji smo 
izključili z eksperimentom, ki je bil primarno namenjen subcelični lokalizaciji 
VnaChtBP, pri katerem se rekombinantni protein proizvede znotraj celic Nb. Ker nismo 
opazili pojava kloroz ali nekroz, lahko zaključimo, da znotraj celic Nb ni prisotnih 
receptorjev za prepoznavo proteina VnaChtBP, ki bi vodila v odziv ETI. Prav tako smo 
pokazali, da na zunanji površini celic hmelja CE in WT ter celic N. tabacum BY-2 in 
A. thaliana T87 najverjetneje ni izvenceličnih receptorjev, ki bi ob stiku z VnaChtBP 
sprožili imunski odziv rastline. 
 
S to doktorsko disertacijo smo odkrili funkcijo in orisali mehanizem delovanja efektorja 
VnaChtBP ter tako dodatno osvetlili razumevanje problematike patosistema Vna-hmelj. 
Pokazali smo, da se efektor VnaChtBP najverjetneje ne lokalizira znotraj celic 
gostiteljske rastline, ampak je njegovo mesto delovanja v apoplastnem prostoru – na 
stičišču med rastlino in glivo. Ugotovili smo, da rekombinantni protein VnaChtBP 
specifično veže hitin in ne interagira z drugimi ogljikovimi hidrati ter da uspešno 
prepreči razgradnjo hif T. viride s ksilemskim sokom hmelja, ki smo mu predhodno 
dokazali hitinazno aktivnost. Pokazali smo, da efektor VnaChtBP tvori dimere, za 
katere sklepamo, da se dodatno stabilizirajo ob interakciji s hitinom. Z znanjem 
pridobljenim v okviru te doktorske disertacije predvidevamo, da je funkcija efektorja 
VnaChtBP preprečevanje razgradnje hif z rastlinskimi hitinazami. S takim delovanjem 
lahko efektor VnaChtBP glivi Vna omogoči uspešno kolonizacijo hmelja. Dejstvo, da z 
nobenim od poskusov nismo dobili konkretnih rezultatov, ki bi kazali na prepoznavo 
VnaChtBP z imunskim sistemom rastlin (poglavja 4.2, 4.4, 4.8, 4.8.2 in 4.8.3) je še en 
izmed indicev, ki orisujejo funkcijo tega efektorja. Iz podatkov analiz qPCR okuženih 
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hmeljev vemo, da gliva Vna med kolonizacijo hmelja izloča efektor VnaChtBP 
(Cregeen in sod., 2015). Predpostavljamo, da se veže na glivno hitinsko celično steno in 
tam deluje na dva načina: po eni strani prepreči hitinazam dostop do hitinske celične 
stene glive in njeno razgradnjo, po drugi strani pa z vezavo na celično steno rastlinskim 
receptorjem onemogoči zaznavo hitina. S tem prepreči aktivacijo odziva PTI, ki bi se 
odražal v alkalinizaciji izvenceličnega prostora in akumulaciji ROS oz. prepreči ETI 
odziv, ki bi povzročil pojav HR, ki bi se sprožil ob prepoznavi drugih glivnih 
komponent. Do sedaj so tako delovanje opisali le za fitopatogene, ki izločajo efektorje s 
CBM14 domeno za vezavo hitina (van den Burg in sod., 2004) in efektorje LysM s 
CBM50 domeno za vezavo hitina (Kombrink in sod., 2017; Mentlak in sod., 2012; 
Takahara in sod., 2016). VnaChtBP je prvi efektorski protein rastlinskih patogenov, ki 
vsebuje domene CBM18 in je dokazano vpleten v patogenezo Vna. Predhodno so 
podobno delovanje prikazali tudi pri efektorju CBM18 iz B. dendrobatidis, ki okužuje 
dvoživke (Liu in Stajich, 2015). Visoka sekvenčna ohranjenost gena VnaChtBP v 
različnih izolatih je nakazovala na evolucijsko stabilnost in pomembnost tega gena. 
Flajšman (2016) je v svoji doktorski disertaciji pokazal, da delecija gena VnaChtBP 
statistično ne vpliva na virulenco glive Vna. Predpostavljamo, da so v genomu glive 
Vna prisotni VnaChtBP podobni geni, ki lahko pri delecijskih mutantih prevzamejo 
vlogo VnaChtBP in prav tako uspešno zaščitijo glivo pred rastlinskim imunskim 
odzivom. V genomu Vna smo poleg VnaChtBP odkrili 10 dodatnih genov, ki kodirajo 
zapis za proteine z domeno CBM18 in 7 genov, ki kodirajo zapis za proteine z domeno 
LysM (Volk in sod., 2019). 
 
V strokovni objavi, ki je nastala na podlagi te doktorske naloge, smo skupaj s soavtorji 
funkcijo efektorja VnaChtBP še podrobneje raziskali (Volk in sod., 2019). S površinsko 
plazmonsko resonanco (SPR) smo določili, da disociacijska konstanta vezave 
rekombinantnega proteina VnaChtBP na hitinski heksamer znaša 0,78 ± 0,58 µM. Ko 
vrednost primerjamo z vrednostmi pridobljenimi za podobne proteine (Preglednica 1), 
ugotovimo, da je vezava močnejša od vezave rastlinskih receptorjev na hitinske 
fragmente. Poleg določene konstante vezave smo v omenjeni objavi s 3D modeliranjem 
pokazali, da se pri vezavi hitinskega fragmenta iz dveh molekul VnaChtBP oblikuje 
dimerna oblika. Nastali dimer ima kar dve vezavni mesti za vezavo hitina, ki se 
oblikujeta kot posledica interkacije obeh proteinskih verig. 
 
5.2 FUNKCIJSKA ANALIZA EFEKTORSKEGA PROTEINA VnaSSP4.2 
Poleg karakterizacije efektorskega proteina VnaChtBP smo v okviru te doktorske 
disertacije želeli opisati tudi VnaSSP4.2 - efektorski protein glive Vna izbran na osnovi 
rezultatov proteomske študije in mutacijske analize ter bioinformacijske identifikacije 
CSEPs (Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 2016; Marton, 2018). Za ta CSEP smo 
odkrili profil (Prosite PS51257), ki ima predvideno možno vezavo na lipidne molekule. 
 
Uporabili smo različna na spletu dostopna bioinformacijska orodja, da bi dobili dodatne 
informacije o genu VnaSSP4.2 in VnaSSP4.2 - proteinu, ki ga ta gen kodira. Rezultati 
bioinformacijskih analiz niso bili tako informativni, kot v primeru efektorja VnaChtBP. 
Za protein VnaSSP4.2 je bil z analizo BlastP odkrit homologni protein s 100 % 
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pokritostjo in 95 % enakostjo v Va (izolat VaMs.102), homologi pa so tudi pri Vd (97 % 
pokritost, 60 % enakost) in V. longisporum (97 % pokritost in 59 % enakost). V vseh 
naštetih primerih smo odkrili, da gre za predvidene oz. hipotetične proteine z neznano 
funkcijo. Z orodji opisanimi v poglavju 4.1 smo ugotovili, da je VnaSSP4.2 sekretorni 
protein, kar so določila vsa uporabljena spletna orodja: SignalP, WoLF PSORT, SAPS, 
TMHMM in InterPro. Nobeno od preverjenih spletnih orodij pa ni v aminokislinskem 
zaporedju določilo proteinskih domen. Izjema je spletno orodje ProSite, ki je v 
aminokislinskem zaporedju proteina VnaSSP4.2 zaznalo profil PS51257, ki je povezan 
z vezavo lipidov. Zanimivo je, da ApoplastP, orodje za predikcijo lokalizacije 
efektorjev v apopolastu, določi, da se protein VnaSSP4.2 (brez signalnega zaporedja) ne 
nahaja v apoplastu z verjetnostjo 0,67 (od 1). Glede na to, da je VnaSSP4.2 glivni 
sekretorni protein, in, da ApopolastP ne predvidi lokalizacije znotraj apoplasta, smo 
predvidevali, da je mesto delovanja VnaSSP4.2 znotraj celic gostiteljske rastline in 
pričakovali zanimive rezultate subcelične lokalizacije in planta. 
 
Upali smo, da bomo lahko s poznavanjem subcelične lokalizacije efektorja VnaSSP4.2 
in planta omejili nabor bioloških procesov, v katere bi lahko bil efektor vpleten, in tako 
bolje razumeli njegovo funkcijo. Z metodo agroinfiltracije smo v listih Nb prehodno 
izrazili gen VnaSSP4.2 sklopljen z zapisom za mRFP. Podobno kot pri efektorju 
VnaChtBP, je tudi za efektor VnaSSP4.2 konfokalna mikroskopija transformiranih 
listov razkrila nukleo-citosolno lokalizacijo z delno izločitvijo iz jedrca. Ker je nukleo-
citosolna lokalizacija značilna tudi za sam mRFP, smo želeli preveriti, ali je prišlo do 
postranslacijskih sprememb, ki bi se odražale v cepitvi VnaSSP4.2 od mRFP. Z NaDS-
page in prenosom western smo potrdili ustrezno velikost izraženega produkta, ki za oba 
konstrukta SSP::mRFP in za mRFP::SSP znaša 38,8 kDa oz 38,6 kDa. Taka subcelična 
lokalizacija preučevanih efektorjev pri modelni rastlini Nb je daleč najbolj pogost 
rezultat in nam ne poda veliko informacij o potencialnih bioloških procesih, v katere bi 
lahko bil efektor vpleten (Boevik, 2016). 
 
Za iskanje potencialnih rastlinskih interaktorjev proteina VnaSSP4.2 smo uporabili tudi 
pristop Y2H, ki se je v znanstvenem svetu uveljavil za preučevanje interaktoma 
patogen-rastlina tudi pri rodu Verticillium (patosistem Vd-bombaževec). Poskus smo 
izvedli na inštitutu James Hutton Institute, kjer je na voljo knjižnica Y2H, pripravljena 
iz vzorcev cDNA krompirja, ki je bil izpostavljen okužbi z oomiceto P. infestans. Ker 
knjižnice hmelja okuženega z Vna nismo imeli na voljo, smo iskali potencialne 
rastlinske interaktorje efektorja VnaSSP4.2, ki so ohranjeni tudi pri krompirju. 
Knjižnico cDNA krompirja smo izbrali tudi zato, ker gliva Vna okužuje krompir. Iz 
rasti kolonij na selekcijskem gojišču SC-LW smo ocenili, da smo z Y2H preverili kar 
1,2 x 10
6
 potencialnih interaktorjev iz Y2H knjižnice krompirja. Odločili smo se, da 
bomo potencialne interaktorje iskali v kolonijah S. cerevisiae, ki so na vsaj dveh od treh 
reporterskih testih kazale pozitiven rezultat. Za protein VnaSSP4.2 smo pri presejalnem 
testu na gojišču SC-LWH odkrili 8 potencialnih kolonij, ki so na ploščah zrastle večje 
od rasti ozadja. Kolonije smo precepili na sveže gojišče SC-LWH, na gojišče SC-LWU 
in na gojišče SC-LW z membrano za izvedbo poskusa z X-gal. Po precepljanju se je na 
ploščah SC-LWH ponovno vzpostavila rast zgolj 5 od 8 nacepljenih kolonij, na gojišču 
SC-LWH nismo opazili rasti, prav tako pa poskus z X-gal ni bil pozitiven za nobeno od 
8 izbranih kolonij. Na podlagi teh rezultatov smo zaključili, da med VnaSSP4.2 in 
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knjižnico krompirja nismo odkrili nobenih potencialnih rastlinskih interaktorjev. 
Rezultat nas je presenetil, saj smo pričakovali, da bomo podobno, kot za protein 
VnaChtBP, odkrili vsaj nekaj potencialnih rastlinskih interaktorjev, ki bi nam lahko 
pomagali razvozlati funkcijo in delovanje efektorja VnaSSP4.2. Rezultati analize Y2H 
nam povejo, da v krompirju ni receptorjev, ki bi prepoznali efektor VnaSSP4.2, prav 
tako pa efektor VnaSSP4.2 v krompirju nima tarčnega proteina. Z uporabo knjižnice 
Y2H pripravljene iz hmelja, bi lahko dobili specifične interaktorje, ki so prisotni le v 
hmelju ali pri njegovih ožjih sorodnikih. 
 
Pri preučevanju efektorja VnaChtBP nas je zanimalo, ali je nukleotidno zaporedje gena 
VnaChtBP ohranjeno v različnih sevih glive Vna in Va. Analizo polimorfizmov gena 
VnaSSP4.2 so izvedli in objavili že Flajšman in sod. (2016), zato je v okviru te 
doktorske disertacije nismo ponavljali. Flajšman in sod. (2016) so prisotnost in 
potencialne polimorfizme gena VnaSSP4.2 analizirali v 88 različnih izolatih glive 
Verticillium. Ugotovili so, da je gen prisoten pri vseh izolatih Vna in Va ter pri 78% 
izolatov Vd, gena pa niso odkrili pri vrstah Vaa, V. longisporum, V. tricorpus, V. isaacii, 
V. nubilum in G. nigrescens (predhodno imenovan V. nigrescens). Nukleotidna 
zaporedja pomnožkov PCR za gen VnaSSP4.2 gliv Vna, Va in Vd niso pokazala 
sekvenčne variabilnosti med naštetimi glivami, kar ni skladno z bioinformacijsko 
analizo te doktorske disertacije, saj smo z blastp analizo odkrili, da aminokislinsko 
zaporedje efektorja VnaSSP4.2 glive Vna izkazuje 97 % pokritost in 60 % identičnost s 
hipotetičnim proteinom glive Vd ter 97 % pokritost in 59 % identičnost s hipotetičnim 
proteinom glive V. longisporum. Do neujemanj je lahko prišlo zaradi uporabe različnih 
izolatov gliv Vna, Vd in V. longisporum. Enako, kot smo ugotovili v tej doktorski 
disertaciji, tudi Flajšman (2016) navaja, da homologov VnaSSP4.2 izven rodu 
Verticillium ni. Protein, ki je produkt tega gena, primerja s proteinoma Six2 in Six3, ki 
so jih na 2D elektroforezi ksilemskega soka paradižnika okuženega s F. oxysporum 
določili pri podobni masni poziciji in podobni izoelektrični točki (Houterman in sod., 
2007), kar bi lahko nakazovalo na podobno aminokislinsko sestavo in posledično 
funkcijo obeh efektorjev. Six3 je prav tako, kot VnaSSP4.2, majhen bazičen sekretorni 
protein z dvema cisteinskima ostankoma v zrelem proteinu (VnaSSP4.2 ima en 
cisteinski ostanek v zrelem proteinu) in s potrjeno vpletenostjo v virulenco glive 
(Houterman in sod., 2009). Primerjava obeh proteinov je podrobno prikazana v spodnji 
preglednici (Preglednica 7). Kljub podobni poziciji na proteinskem 2D gelu, sestavi in 
vpletenosti v patogenezo pa je BlastP primerjava zaporedij zrelih proteinov pokazala, da 
se aminokislinska zaporedja proteinov slabo ujemajo (42 % pokritost in 18 % 
identičnost). 
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Preglednica 7: Primerjava efektorjev Six3 in VnaSSP4.2 
Table 7: Comparison of effectors Six3 and VnaSSP4.2 
 Six3 VnaSSP4.2 
Akcesijska številka CAJ83999.1 AMQ49177.1 
Organizem F. oxysporum Vna 
Vpletenost v virulenco 
Da (Houterman in sod., 
2009) 
Da (Flajšman, 2016; 
Flajšman in sod., 2016) 
Signalni peptid 
Da 
(cepitev med AK 19 in 
20) 
Da 
(cepitev med AK 19 in 20) 
Zrel protein 
(brez signalnega peptida) 
144 AK 110 AK 




(s signalnim peptidom) 
17,8 14,0 
Velikost [kDa] 
 (brez signalnega peptida) 
15,7 12,0 
pI (s signalnim peptidom) 6,40 8,83 
pI (brez signalnega 
peptida) 
6,07 8,65 
BlastP analiza proteinov 42 % pokritost in 18 % identičnost 
 
Efektor VnaSSP4.2 smo želeli funkcionalno analizirati preko analize rekombinantnega 
proteina VnaSSP4.2. Nukleotidno zaporedje, ki kodira zrel protein VnaSSP4.2 (brez 
signalnega peptida), smo s tehniko vnosa gena Gibson vnesli v lineariziran vektor 
pET32a. Pridobljene rekombinantne vektorje s potrjenim zaporedjem smo s toplotnim 
šokom vnesli v celice E. coli BL21 in E. coli SHuffle namenjene izražanju 
rekombinantnih proteinov. V več poskusih izražanja rekombinantnega proteina 
VnaSSP4.2 smo optimizirali pogoje izražanja in z izbiro tipa seva, uravnavanjem 
temperature izražanja, koncentracije IPTG za indukcijo sinteze in trajanja izražanja 
določili najbolj optimalne pogoje za izražanje rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 v 
topni frakciji. Kot optimalne pogoje smo izbrali sev E. coli BL21, celice smo po 
indukciji z 1 mM IPTG do stacionarne faze rasti gojili pri 25 °C.  
 
Rekombinantni protein VnaSSP4.2 smo iz celičnega lizata E. coli poskusili izolirati s 
komercialnim kompletom, ki deluje po principu Ni-NTA kolon, nameščenih v 
centrifugirkah. Zaradi majhnega volumna gela, namenjenega za vezavo s histidinom 
označenih proteinov, smo delali zgolj z 10 ml inducirane kulture E. coli. Celično 
kulturo smo pripravili na enak način, kot v poskusu za optimizacijo pogojev izražanja. 
Izbrali smo celice BL21, ki smo jih po indukciji z 1 mM IPTG gojili pri 25 °C do 
stacionarne faze rasti. Izolacija rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 iz 10 ml kulture 
je bila relativno uspešna. Na NaDS-page gelu (Slika 23) smo poleg intenzivne lise, ki 
ustreza rekombinantnemu proteinu VnaSSP4.2 zaznali še dodatne proteinske lise 
manjše velikosti od rekombinantnega proteina. To težavo bi lahko odpravili z 
optimizacijo protokola spiranja kolone in z optimizacijo elucije ali z dodatno gelsko 
kromatografijo, ki vzorce proteinov ločuje po masi. Večjo oviro od nepopolne čistosti je 
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predstavljal nizek volumen po eluciji in nizka koncentracija rekombinantnega proteina v 
eluatu. Odločili smo se, da izolacijo rekombinantnega VnaSSP4.2 raje ponovimo na 
napravi za tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov Äkta (FPLC), kjer 
smo uporabili 100 ml kulture E. coli, pripravljene glede na optimizirane pogoje 
izražanja rekombinantnega proteina VnaSSP4.2. Skupno smo pridobili kar 10 ml 
proteina s koncentracijo 1 mg/ml. Pri koncentriranju nismo naleteli na težave s 
kosmičenjem, ki smo jih opazili pri koncentriranju rekombinantnega proteina 
VnaChtBP. 
 
Pri pripravi in analizah rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 smo na nekaterih 
proteinskih gelih opazili, da se pojavlja lisa v velikosti dimerne oblike VnaSSP4.2. 
Proteinsko liso smo detektirali tudi s protitelesi za histidinsko oznako na membranah 
prenosa western. Razlagali smo si, da protein VnaSSP4.2 morda res dimerizira, in 
odločili smo se, da to hipotezo potrdimo s pristopom Y2H. Tako kot pri preučevanju 
dimerizacije efektorja VnaChtBP, smo tudi za efektor VnaSSP4.2 pripravili plazmide 
pDEST22 in pDEST32 z vstavljenim genom VnaSSP4.2, ki smo mu odstranili del 
zaporedja, ki kodira signalni peptid. Ko-transformirane S. cerevisiae s tema vektorjema 
smo nacepili na reporterska gojišča SC-LWH, SC-LWU in na gojišče SC-LW z dodano 
membrano za izvedbo poskusa z X-gal. Z Y2H nismo potrdili dimerizacije efektorja 
VnaSSP4.2, saj ko-transformirana kvasovka ni rastla na nobenem izmed reporterskih 
gojišč (Slika 17). Na podlagi rezultatov analize Y2H in rezultatov migracije VnaSSP4.2 
na proteinskih gelih sklepamo, da do dimerizacije VnaSSP4.2 sicer pride, a se ta 
vzpostavi pri pogojih, ki so drugačni od pogojev znotraj jedla kvasovke S. cerevisiae, 
kjer potekajo interakcije pri poskusih Y2H. 
 
Z merjenjem spektra CD rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 smo želeli ugotoviti, ali 
je rekombinantni protein pravilno zvit. Očitne pričakovane spremembe spektra CD, ki je 
posledica denaturacije rekombinantnega proteina zaradi višanja temperature nismo 
zabeležili. Manjšo spremembo spektra smo opazili le pri najvišji merjeni temperaturi 
77,54 °C (Slika 30). Ta sprememba se je ohranila tudi, ko smo raztopino proteina 
ohladili na 25 °C in ponovno izmerili spekter CD. Iz dobljenih rezultatov lahko 
sklepamo, da je rekombinantni protein najverjetneje pravilno zvit. Na manjšo 
spremembo spektra CD od pričakovane je lahko vplivala tudi fuzijska oznaka Trx, ki 
deluje tudi kot stabilizator rekombinantnih proteinov (LaVallie in sod., 1993). 
 
Za protein VnaSSP4.2 smo z bioinformacijsko analizo s spletno bazo ProSite določili, 
da se v aminokislinskem zaporedju nahaja profil PS51257, ki je povezan z vezavo 
lipidov. Predikcijo smo preverili s testom sposobnosti vezave tarčnih molekul – lipidov. 
Za izvedbo poskusov smo izbrali lipidne in sfingo stripe, ki jih proizvaja podjetje 
Echelon. Pri koncentraciji rekombinantnega proteina 5 µg/ml smo določili, da se je 
rekombinantni protein VnaSSP4.2 pri poskusu z lipidnim stripom vezal na kardiolipin, 
sulfatid in na skupino PIP molekul: fosfatidilinozitol 4-P, fosfatidilinozitol-4,5-P2 ter 
fosfatidilinozitol 3,4,5-P3 (Slika 32). Poskus smo izvedli tudi s sfingostripi, pri katerih 
smo z enako koncentracijo rekombinantnega proteina potrdili vezavo na sulfatid, nismo 
pa določili nobenega dodatnega lipida, na katerega se veže VnaSSP4.2 (Slika 33). S 
poskusom smo potrdili predikcijo vezave na lipide, ki jo je določila spletna baza 
ProSite. Spomnimo, da s pristopom Y2H nismo odkrili (ohranjenih) rastlinskih 
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proteinskih interaktorjev efektorja VnaSSP4.2, znano pa je, da poleg proteinov med 
infekcijo rastlin s patogenimi organizmi igrajo pomembno vlogo tudi membranski lipidi 
in molekule, ki izvirajo iz lipidov (Luttgeharm in sod., 2016). Za efektor VnaSSP4.2 
smo z membranskimi lipidnimi stripi pokazali, da se veže na molekule iz skupine PIP. 
Pri oomicetah so dokazali, da RXLR efektorji vežejo prav take molekule (Kale, 2012) 
in na primeru efektorja AVR3a pokazali, da vezava na molekule PIP vpliva na zaviranje 
imunskega odziva in lokalizirane celične smrti gostiteljske rastline (Yaeno in sod., 
2011). Kljub temu, da je ta pojav vezave na PIP molekule opisan pri efektorju z 
motivom RXLR, pa so Yaeno in sod. (2011) s strukturnimi in funkcijskimi analizami 
ugotovili, da na sposobnost vezave ne vpliva motiv RXLR. Pri efektorju VnaSSP4.2 
motiva RXLR ne odkrijemo, zato smo upali, da bomo med efektorjema VnaSSP4.2 in 
AVR3a odkrili aminokislinsko sekvenčno podobnost, ki bi pojasnila vezavo na 
molekule PIP. Primerjava aminokislinske sekvenčne podobnosti in nekaterih ostalih 
lastnosti obeh efektorjev pa je zbrana v spodnji preglednici (Preglednica 8). Kljub temu, 
da sta si VnaSSP4.2 in AVR3a podobna po velikosti in po izoelektrični konstanti (oba 
sta bazična proteina), pa primerjava aminokislinskih zaporedij pokaže, da je identičnost 
zgolj 29 % pri 24 % aminokislinskega zaporedja, kar ne pojasni vezave na molekule PIP 
pri obeh efektorjih. Za vezavo na molekule je sicer ključna terciarna struktura proteina, 
molekulsko modeliranje obeh proteinov bi lahko podalo dodatne informacije in morda 
nakazalo podobno aktivno vezavno mesto pri obeh proteinih. Modeliranje terciarne 
strukture proteinov brez homologov z znano terciarno strukturo, določeno s pomočjo 
kristalografije, je z današnjo tehnologijo še zelo omejeno in nam ne poda zanesljivih 
rezultatov. Tak protein je tudi naš preučevani rekombinantni protein VnaSSP4.2, zato se 
za modeliranje še nismo odločili. 
 
Močan signal vezave rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 smo pri lipidnih stripih 
zaznali tudi na mestu nanosa kardiolipina. Ta lipid se nahaja na notranji strani 
mitohondrijev in je potreben za normalno delovanje celičnega dihanja, povezan pa je 
tudi s prilagajanjem na stresne pogoje in s programirano celično smrtjo (de Paepe in 
sod., 2014; Pan in sod., 2014). Rezultat vezave rekombinantnega VnaSSP4.2 na 
kardiolipin ni v skladu z rezultati subcelične lokalizacije, pri katerih nismo opazili 
lokalizacijskega profila, ki bi nakazoval na akumulacijo VnaSSP4.2 v mitohondrijih. 
Možno je, da VnaSSP4.2 ni prešel iz citoplazemskega prostora rastlinske celice v 
notranjost mitohondrijev in posledično smo s konfokalno mikroskopijo določili nukleo-
citosolno lokalizacijo. Alternativna razlaga je lahko v nizki koncentraciji kardiolipina v 
primerjavi s koncentracijo prehodno izraženega VnaSSP4.2. Prebitek VnaSSP4.2 bi se 
tako odražal v proteinskih molekulah brez prostega tarčnega vezavnega mesta, 
posledica bi bila naključna lokalizacija prebitne količine efektorja, ki bi jo s 
konfokalnim mikroskopom določili kot nukleo-citosolno. 
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Preglednica 8: Primerjava efektorjev AVR3a in VnaSSP4.2 
Table 8: Comparison of effectors AVR3a and VnaSSP4.2 
 Avr3a VnaSSP4.2 
Akcesijska številka AEH27535.1 AMQ49177.1 
Organizem P. infestans Vna 
Vpletenost v virulenco 
Da (Yaeno in sod., 
2011) 
Da (Flajšman, 2016; 
Flajšman in sod., 2016) 
Signalni peptid 
Da  
(cepitev med AK 21 in 
22) 
Da 
(cepitev med AK 19 in 20) 
Zrel protein 
(brez signalnega peptida) 
126 AK 110 AK 




(s signalnim peptidom) 
16,6 14,0 
Velikost [kDa] 
 (brez signalnega peptida) 
14,5 12,0 
pI (s signalnim peptidom) 7,96 8,83 
pI (brez signalnega peptida) 7,10 8,65 
BlastP analiza proteinov 24 % pokritost in 29 % identičnost 
 
Sulfatid je še ena izmed lipidnih molekul, pri kateri smo z lipidnimi in sfingo stripi 
pokazali interakcijo z efektorjem SSP. Sulfatid ali 3'-O-sulfogalaktozilceramid spada 
med sfingolipide, to so lipidi, pri katerih so pokazali vpletenost v vzpostavitev 
membranskega stičišča med fitopatogenom in gostiteljsko rastlino (Siebers in sod., 
2016). Pri rastlinah dolgoverižni sfingolipidi sodelujejo pri aktivaciji programirane 
celične smrti in so elementi membranskega transporta, ki deluje v povezavi z imunostjo 
(Berkey in sod., 2012; Luttgeharm in sod., 2016). Vse navedeno velja za širši pojem 
sfingolipidov in ni specifična funkcija sulfatida. V spletnih iskalnikih znanstvenih objav 
PubMed in Google Scholar nismo zasledili objav, ki bi preučevale vlogo sulfatidov pri 
rastlinah, prav tako nismo zasledili objav na temo vezave efektorjev na sulfatid ali na 
kardiolipin. Na tem mestu lahko ocenimo, da je efektor VnaSSP4.2 udeležen v 
moduliranje rastlinske imunosti preko vezave na molekule PIP, na kardiolipin in/ali na 
sulfatidom podobne molekule. Potrebne bi bile dodatne raziskave, s katerimi bi potrdili 
vezavo rekombinatnega proteina VnaSSP4.2 na molekule PIP, kardiolipin in sulfatid. 
Primer take raziskave je površinska plazmonska resonanca, s katero bi poleg potrditve 
vezave pridobili še informacijo o konstanti vezave oz. o tem, kako močna je interakcija 
med VnaSSP4.2 in lipidom. Zanimivo bi tudi bilo primerjati odziv na infiltracijo 
rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 pri modelni rastlini A. thaliana in rastlini A. 
thaliana z izbitim genom za protein, ki sintetizira kardiolipin (tako mutanto so v svoji 
raziskavi uporabili Pan in sod. (2014)). 
 
Tako kot pri funkcionalni karakterizaciji efektorja VnaChtBP, nas je tudi pri 
preučevanju funkcije efektorja VnaSSP4.2 zanimalo, ali vpliva na odziv ETI/PTI pri 
rastlinah. Raziskave vpletenosti VnaSSP4.2 v odziv ETI/PTI smo opravili hkrati z 
raziskavami vpletenosti VnaChtBP. Uporabili smo modelne rastline (Nb, N. tabacum in 
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A. thaliana) in upali, da bomo lahko metode uspešno presneli na hmelj, ki je gostiteljska 
rastlina glive Vna. Že uspešna subcelična lokalizacija efektorja VnaSSP4.2, 
sklopljenega z mRFP, nam je dala vedeti, da ob stiku s VnaSSP4.2 pri rastlinah Nb ne 
pride do odziva HR. V listih Nb smo do 5 dni po infiltraciji A. t. spremljali pojav HR, a 
v nobenem primeru na mestu infiltracije nismo opazili pojava kloroz ali nekroz (v tem 
primeru je VnaSSP4.2 znotraj celic Nb). Nadaljevali smo z različnimi biološkimi 
poskusi, ki smo jih zasledili v strokovni literaturi in so namenjeni spremljanju 
imunskega odziva rastlin na rekombinantne efektorje. Preprost poskus je infiltracija 
rekombinantnih proteinov v liste tobaka ali drugih rastlin. Pri poskusih, opisanih v tej 
doktorski disertaciji, smo spremljali odziv HR Nb na infiltracijo rekombinantnega 
proteina VnaSSP4.2 (v tem primeru je VnaSSP4.2 v apoplastu Nb). Pojava kaloz ali 
nekroz pri listih Nb nismo opazili niti 5 dni po infiltraciji 20 µl 1 µM, 10 µM ali 50 µM 
rekombinantnega proteina VnaSSP4.2. V podobnih študijah so HR zaznali že pri nižjih 
koncentracijah. Rekombinantni protein PevD1 je pri tobaku sprožil HR pri infiltaciji 50 
µl 100 nM koncentracije (Wang in sod., 2012), rekombinantni protein XEG1 pa že pri 
infiltraciji raztopine s 300 pM koncentracijo. Blažji odziv PTI identificiramo z 
merjenjem alkalinizacije ali prevodnosti izvenceličnega prostora suspenzijskih celic ali 
listnih diskov. Pri PevD1 so določili porast izvenceličnega medija suspenzijskih celic 
tobaka po dodatku rekombinantnega proteina PevD1 (Wang in sod., 2012). Alternativna 
metoda merjenju pH na suspenzijskih celicah je merjenje prevodnosti na tretiranih 
listnih diskih, primer take študije je raziskava Zhang Y. in sod. (2017), ki so pokazali, 
da VdCP1 sproži imunski odziv Nb. Tudi za rekombinantni protein VnaSSP4.2 smo 
merili spremembo pH pri listnih diskih hmelja CE in WT, ki smo jih poskusili infiltrirati 
z evaporatrojem, vendar tekom poskusa nismo izmerili spremembe pH ali prevodnosti. 
Razlogov za neuspeh je lahko več: a) infiltracija v listne diske z evaporatorjem ni bila 
uspešna; b) infiltracija rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 ne sproži HR pri hmelju 
sorte CE ali WT. Tako kot pri poskusih z rekombinantnim proteinom VnaChtBP, smo 
tudi pri VnaSSP4.2 spremljanje alkalinizacije izvenceličnega prostora ponovili s 
suspenzijskimi celicami N. tabacum BY-2. V poskusu, ko smo suspenzijskim celicam 
dodali 100 nM rekombinantnega proteina VnaSSP4.2, porasta pH nismo zaznali, ta se je 
za zgolj 0,04 pH enote povišal le v zadnjih časovnih točkah (160 in 200 min). Za 
primerjavo navajamo rezultate Wang in sod. (2012), ki so pri celicah BY-2 tretiranih s 
PevD1 poročali o porastu pH za skoraj 0,4 enote pH. Vlogo PevD1 so dodatno potrdili 
še z merjenjem odziva ROS v celični suspenziji. S podobnim pristopom smo z 
luminometrom v suspenzijskih celicah A. thaliana T87 določali akumulacijo ROS po 
dodatku rekombinantnega proteina VnaSSP4.2. Dodatek 100 nM rekombinantnega 
proteina VnaSSP4.2 ni izzval izmerljive akumulacije ROS v suspenzijskih celicah A. 
thaliana T87. Iz danih rezultatov lahko zaključimo, da v rastlinah modelnih rastlin Nb, 
N. tabacum BY-2 ter A. thaliana T87 ni splošno ohranjenih rastlinskih receptorjev, ki bi 
prepoznali protein VnaSSP4.2. Prav tako smo pokazali, da na zunanji površini celic 
hmelja CE in WT najverjetneje ni specifičnih izvenceličnih receptorjev, ki bi ob stiku z 
VnaSSP4.2 sprožili imunski odziv rastline. 
 
S tem delom doktorske disertacije smo orisali možno delovanje efektorja VnaSSP4.2 
glive Vna in nakazali nove smernice preučevanja problematike patosistema Vna-hmelj, 
ki naj se ne fokusirajo zgolj na proteinske interaktorje, ampak tudi na vlogo lipidov in 
lipidom podobnih molekul. Preučevanje subcelične lokalizacije je pokazalo, da je in 
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planta subcelična lokalizacija efektorja VnaSSP4.2 nukleo-citosolna (poglavje 4.2). V 
nasprotju s pričakovanji nam pred izvajanjem poskusov podatek ni pomagal zmanjšati 
nabora bioloških procesov, v katerih bi lahko bil efektor VnaSSP4.2 udeležen. Z 
nobenim od poskusov spremljanja HR, izvencelične alkalinizacije ali akumulacije ROS 
nismo dobili konkretnih rezultatov, ki bi kazali na prepoznavo VnaSSP4.2 z receptorji 
udeleženimi v imunski odziv rastlin (poglavja 4.8, 4.8.2 in 4.8.3). Prav tako iskanje 
proteinskih tarč znotraj cDNA knjižnice krompirja ni pomagalo pri odkrivanju 
potencialnih rastlinskih interaktorjev (poglavje 4.4). Edini oprijemljiv indic funkcije 
efektorja VnaSSP4.2 so testi z lipidnimi stripi, pri katerih smo pokazali, da se 
rekombinantni protein VnaSSP4.2 veže na molekule PIP, kardiolipin in sulfatid 
(poglavje 4.7.2). Vse te molekule so v literaturi opisane kot molekule, ki modulirajo 
imunski odziv. V prihodnosti bi bilo zanimivo podrobneje preučiti in potrditi vezavo na 
identificirane tarčne molekule ter poiskati mutante modelne rastline A. thaliana, ki 
imajo izbite gene v sintezni poti teh lipidov, ter na njih ponoviti poskuse monitoringa 
HR, izvencelične alkalinizacije ali akumulacije ROS. 
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V naši raziskavi smo si zadali naslednje cilje in hipoteze: 
1. »V okviru doktorske disertacije bomo okarakterizirali kandidatna sekretorna 
proteina (CSEPs) glive Vna izbrana na osnovi rezultatov mutacijske analize 
(Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 2016). Eden izmed izbranih CSEPs glive Vna 
ima predviden motiv CBM18 (Carbohydrate-Binding Module Family 18), ki naj bi 
vezal hitin. Domnevamo, da, podobno kot Slp1 in Ecp6, ščiti glivo tako, da 
odstranjuje hitinske fragmente in onemogoči PTI. Pri drugem CSEP smo v odkrili 
profil (Prosite PS51257) za možno vezavo na lipidne molekule.« 
 
Komentar:  
V okviru te doktorske disertacije smo okarakterizirali kandidatni sekretorni protein 
VnaChtBP, ki smo ga izbrali na osnovi rezultatov analize AFLP in mutacijske 
analize (Cregeen in sod., 2015; Flajšman, 2016). Pokazali smo, da efektor 
VnaChtBP ščiti glivo pred razgradnjo z rastlinskimi hitinazami in da je njegovo 
delovanje primerljivo s funkcijo efektorjev s domeno CBM14 (Avr4 - (van den 
Burg in sod., 2006)), s CBM18 domeno (Liu in Stajich, 2015) in proteinov LysM 
(Mg3LysM, Mg1LysM (Marshall in sod., 2011) in Vd2LysM (Kombrink in sod., 
2017)), ki pa ni enako delovanju efektorjev Slp1 (Mentlak in sod., 2012) in Ecp6 
(Sánchez-Vallet in sod., 2013), kljub temu, da oba vsebujeta domeno CBM50. 
 
V okviru te doktorske disertacije smo delno okarakterizirali kandidatni sekretorni 
protein VnaSSP4.2, izbran na osnovi rezultatov proteomske študije in mutacijske 
analize ter bioinformacijske identifikacije CSEPs (Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 
2016; Marton, 2018). Pokazali smo, da se rekombinantni protein VnaSSP4.2 veže 
na molekule PIP, kardiolipin in sulfatid. Gre za lipidne molekule, ki so v literaturi 
opisane kot modulatorji imunskega odziva. 
 
2. »S konfokalno mikroskopijo želimo določiti subcelično lokalizacijo izbranih 
CSEPs v modelni rastlini Nb, saj predpostavljamo, da bomo lahko z določitvijo 
subcelične lokalizacije CSEPs zmanjšali nabor bioloških procesov, v katere bi 




S konfokalno mikroskopijo smo pri modelni rastlini Nb določili subcelično 
lokalizacijo obeh izbranih CSEPs, ki se je v obeh primerih izkazala za nukleo-
citosolno lokalizacijo z delno izključitvijo iz jedrca. Taka subcelična lokalizacija 
preučevanih efektorjev je pogost rezultat in nam ne poda informacij o potencialnih 
bioloških procesih, v katere bi lahko bil efektor vpleten (Boevik, 2016). 
 
3. »Predpostavljamo, da so v E. coli pripravljeni rekombinantni CSEPs, primerni za 
izvedbo bioloških testov. Z infiltracijo rekombinantnih CSEPs v Nb lahko potrdimo 
vlogo CSEPs v PTI ali ETI s spremljanjem sproščanja ROS in alkalinizacije 
izvenceličnega pH, medtem ko pojav HR nakazuje na specifičen odziv ETI (Silipo 
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in sod., 2010). Poleg tega bomo za oba rekombinantna CSEPs preverili sposobnosti 
vezave na predvidene tarčne molekule.« 
 
Komentar: 
V E. coli pripravljeni rekombinantni CSEPs so primerni za izvedbo bioloških 
testov. 
 
Z infiltracijo rekombinantnih proteinov VnaChtBP in VnaSSP4.2 v Nb nismo 
potrdili hipoteze njihove vpletenosti v odziv ETI. Merjenje alkalinizacije 
izvenceličnega pH pri listnih diskih hmelja in pri suspenzijskih celicah N. tabacum 
ter spremljanje akumulacije ROS pri suspenzijskih celicah A. thaliana niso pokazali 
vpletenosti VnaChtBP in VnaSSP4.2 v odziv PTI preučevanih rastlin. 
 
Za oba rekombinantna proteina smo preverili sposobnost vezave na predvidene 
tarčne molekule. Ugotovili smo, da se rekombinanti protein VnaChtBP veže 
specifično na hitin (hitin iz hitinskih kroglic in na hitin iz rakovih oklepov), ni pa 
prišlo do vezave na celulozo ali na ksilan. Poleg tega smo ugotovili, da se 
rekombinatni protein VnaSSP4.2 veže na molekule PIP, kardiolipin in sulfatid. 
Poleg tega smo ugotovili, da rekomibnantni protein VnaChtBP zaščiti hife glive 
T. viride pred razgradnjo z rastlinskimi hitinazami. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
 
7.1 POVZETEK 
V Sloveniji na hmelju vsako leto zabeležimo izbruhe letalne oblike verticilijske uvelosti 
(Radišek in sod., 2017), ki se odraža z venenjem, klorozami, nekrozami in propadom 
rastline. Bolezen povzroča fitopatogena gliva Vna, ki se preko koreninskega sistema širi 
v ksilem rastline. Vna za uspešno kolonizacijo izloča efektorske proteine, ki jo ščitijo 
pred obrambnim odzivom gostiteljske rastline, modulirajo njen imunski odziv ali 
vplivajo na fiziologijo rastline. Razumevanje funkcije CSEPs v procesu okužbe rastline 
in poznavanje molekul gostitelja, s katerimi določen CSEP interagira, je ključno pri 
načrtovanju novih strategij zatiranja verticilijske uvelosti in lahko pospeši žlahtnjenje na 
Vna odpornih kultivarjev. 
 
V okviru te doktorske disertacije smo funkcionalno analizirali dva CSEPs glive Vna: 
VnaChtBP in VnaSSP4.2. Kandidata smo izbrali na osnovi rezultatov analize AFLP, 
proteomske študije ter mutacijske analize in bioinformacijske identifikacije CSEPs 
(Cregeen in sod., 2015; Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 2016; Marton, 2018). Pri 
funkcionalni analizi kandidatov smo se sprva poslužili številnih spletnih orodij za 
molekularno bioinformatiko, ki so prosto dostopna na spletu, in tako pridobili prve 
informacije o njihovi potencialni funkciji ter vlogi v patogenezi. S konfokalno 
mikroskopijo smo na modelni rastlini Nb določili in planta subcelično lokalizacijo obeh 
CSESPs, sklopljenih s fluorescenčnim proteinom mRFP. Poskuse subcelične 
lokalizacije smo z modelne rastline želeli prenesti na hmelj, saj smo pričakovali, da 
bomo pridobili bolj relevantne rezultate. Infiltracijo suspenzije A. t. za potrebe 
lokalizacijskih študij smo preizkusili s 5 različnimi načini, a se noben ni izkazal za 
uspešnega. Poleg tega smo za oba kandidata s pristopom Y2H v knjižnici cDNA iskali 
rastlinske interaktorje obeh preučevanih CSEPs. Uporabili smo knjižnico cDNA 
krompirja inštituta James Hutton Institute, saj tekom izvajanja te doktorske disertacije 
knjižnica cDNA iz vzorcev RNA hmelja še ni bila primerna za uporabo. Poleg iskanja 
rastlinskih interaktorjev smo za oba kandidata z Y2H preverili hipotezo dimerizacije. Za 
izvedbo bioloških testov in testov vezave tarčnih molekul smo potrebovali 
rekombinantna proteina VnaChtBP in VnaSSP4.2. V sklopu te doktorske naloge smo 
optimizirali pripravo rekombinantnih proteinov VnaChtBP in VnaSSP4.2 v sistemu 
E. coli ter pridelali očiščena rekombinantna proteina, ki sta bila primerna za izvedbo 
različnih bioloških testov in drugih analiz. Pri rastlini Nb smo spremljali 
preobčutljivostni odziv na infiltracijo rekombinantnih proteinov, merili smo spremembo 
izvenceličnega pH listnih diskov hmelja in suspenzijskih celic N. tabacum po dodatku 
rekombinantnih proteinov ter merili akumulacijo ROS pri suspenzijskih celicah A. 
thaliana, ki so bile v kontaktu z rekombinantnimi proteini. Oba rekombinantna proteina 
smo uporabili tudi pri poskusih določevanja sposobnosti vezave tarčnih molekul, 
rekombinantni protein VnaChtBP pa še pri testih zaščitne vloge hif.  
 
Z različnimi na spletu dostopnimi bioinformacijskimi orodji smo za efektorski protein 
VnaChtBP predvideli, da gre za sekretorni efektorski protein, ki se najverjetneje 
lokalizira v apoplastu. Poleg tega smo predvideli, da VnaChtBP vsebuje kar 6 domen za 
vezavo hitina. S konfokalno mikroskopijo smo določili in planta subcelično lokalizacijo 
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VnaChtBP sklopljenega z mRFP kot nukleo-citosolno z delno izključitvijo iz jedrca. 
Taka nespecifična lokalizacije je skladna s predikcijo lokalizacije v apoplastu in se 
pojavi, če znotraj rastlinske celice preučevani protein nima tarčnih vezavnih molekul. S 
pristopom Y2H smo preverili kar 1,2 x 10
6
 potencialnih interaktorjev iz knjižnice 
cDNA krompirja in odkrili 3 prave interaktorje, ki pa se po podrobnejšem pregledu 
literature in dodatnih raziskavah niso izkazali za relevantne. Za izvedbo bioloških testov 
in za preverjanje sposobnosti vezave tarčnih molekul smo pripravili rekombinantni 
protein VnaChtBP tako, da smo ga očistili iz inkluzijskih telesc E. coli SHuffle. Kljub 
temu, da so meritve spektrov CD nakazovale napačno zvitje rekombinantnega proteina, 
so bili testi vezave tarčnih molekul uspešni, in ugotovili smo, da VnaChtBP specifično 
veže hitin, ne veže pa celuloze ali ksilana. Pokazali smo, da ima 3 µM koncentracija 
efektorja c zaščitno vlogo pred razgradnjo hif glive T. viride z rastlinskimi hitinazami iz 
ksilemskega soka. Za efektor VnaChtBP smo na podlagi pregleda literature sumili, da 
za vezavo hitina tvori dimere, kar smo potrdili z Y2H. Predvidevamo, da se interakcija 
stabilizira, ko se v proteinski kompleks pridruži še molekula hitina. Analiza 
polimorfizmov nukleotidnih zaporedij gena VnaChtBP pri 28 izolatih glive Vna in 
ustreznega gena 4 izolatov glive Va je pokazala, da je nukleotidno zaporedje znotraj 
vrste ohranjeno, med vrstama pa ne prihaja do večjih polimorfizmov. Poleg vezave 
proteina VnaChtBP na hitin in vpletenosti v zaščito hif pred razgradnjo z rastlinskimi 
hitinazami, nas je zanimala tudi vloga VnaChtBP kot potencialnega povzročitelja 
odziva PTI ali ETI pri rastlinah, česar pa nismo uspeli pokazati pri modelnih rastlinah 
Nb, N. tabacum in A. thaliana ter pri hmeljih CE in WT. S to doktorsko disertacijo smo 
odkrili funkcijo in orisali mehanizem delovanja efektorja VnaChtBP, ki je prvi 
efektorski protein rastlinskih patogenov, ki vsebuje domene CBM18. Ocenjujemo, da se 
VnaChtBP veže na hitin v glivni celični steni in s tem rastlinskim hitinazam prepreči 
dostop do hitina ter rastlinskim receptorjem onemogoči zaznavo hitina, kar prepreči 
aktivacijo odziva PTI gostiteljske rastline. 
 
Poleg karakterizacije efektorskega proteina VnaChtBP smo v okviru te doktorske 
disertacije želeli okarakterizirali tudi efektorski protein VnaSSP4.2. Rezultati 
bioinformacijskih analiz niso bili tako informativni, kot v primeru efektorja VnaChtBP. 
Odkrili smo, da je VnaSSP4.2 sekretorni protein, ki se najverjetneje ne lokalizira v 
apoplastu. Izven rodu Verticillium VnaSSP4.2 nima homologov, prav tako v 
aminokislinskem zaporedju ne vsebuje znanih domen. Izjema je profil PS51257 
(povezan z vezavo lipidov), ki ga je zaznalo spletno orodje ProSite. Upali smo, da bomo 
lahko s poznavanjem in planta subcelične lokalizacije efektorja VnaSSP4.2 omejili 
nabor bioloških procesov, v katere bi lahko bil efektor vpleten, a nam ugotovljena 
nukleo-citosolna lokalizacija z delno izločitvijo iz jedrca ni podala novih informacij. 
Tudi za iskanje potencialnih rastlinskih interaktorjev proteina VnaSSP4.2 smo uporabili 
pristop Y2H s knjižnico cDNA krompirja inštituta James Hutton Institute. Kljub temu, 
da smo preverili kar 1,2 x 10
6
 genov, pa potencialnih interaktorjev nismo odkrili. 
Efektor VnaSSP4.2 smo želeli funkcionalno analizirati preko analize rekombinantnega 
proteina VnaSSP4.2, ki smo ga s FPLC izolirali iz topne frakcije celic E. coli BL21, ki 
smo jih gojili pri pogojih optimiziranih za sintezo VnaSSP4.2. Pri pripravi 
rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 smo na nekaterih proteinskih gelih opazili 
dimerno obliko VnaSSP4.2, a dimerizacije z Y2H nismo potrdili. Z merjenjem spektrov 
CD rekombinantnega proteina VnaSSP4.2 smo ugotovili, da je protein najverjetneje 
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pravilno zvit, kar smo potrdili tudi s pozitivnimi testi sposobnosti vezave na lipide. Z 
uporabo lipidnih in sfingo stripov smo pokazali, da se je VnaSSP4.2 vezal na 
kardiolipin, sulfatid in na skupino molekul PIP: fosfatidilinozitol 4-P, 
fosfatidilinozitol-4,5-P2 ter fosfatidilinozitol 3,4,5-P3. S pristopom Y2H nismo odkrili 
proteinskih interaktorjev efektorja VnaSSP4.2, znano pa je, da pri infekciji rastlin igrajo 
pomembno vlogo tudi lipidi (Luttgeharm in sod., 2016). Zanimivo je, da so lipidne 
molekule, ki interagirajo s VnaSSP4.2 v literaturi opisane kot molekule, ki modulirajo 
imunski odziv. Podobno kot pri efektorju VnaChtBP, nas je tudi pri VnaSSP4.2 poleg 
vezave na tarčne molekule zanimala vloga VnaSSP4.2 kot potencialnega povzročitelja 
odziva PTI ali ETI pri rastlinah. Prepoznave VnaSSP4.2 z rastlinskim imunskim 
sistemom nismo uspeli dokazati pri modelnih rastlinah Nb, N. tabacum in A. thaliana 
ter pri hmeljih CE in WT. S to doktorsko disertacijo smo orisali možno delovanje 
efektorja VnaSSP4.2 glive Vna in nakazali nove smernice preučevanja problematike 
patosistema Vna-hmelj. Konkretno bi bilo zanimivo za efektor VnaSSP4.2 podrobneje 
preučiti in potrditi vezavo na identificirane tarčne molekule in nadaljevati delo 
monitoringa odziva PTI oz. ETI še na mutantah modelnih rastlin, ki imajo izbite gene v 
sintezni poti identificiranih lipidnih interaktorjev. 
 
7.2 SUMMARY 
Outbreaks of a lethal type of Verticillium wilt of hops (Humulus lupulus L.) are 
reported yearly (Radišek in sod., 2017). This disease is caused by a phytopathogenic 
fungus Verticillium nonalfalfae (Vna) and presents in wilting, chlorosis, necrosis, and 
plant death. In order to successfully spread from the roots to the xylem and to 
successfully colonize its host, Vna secrets effector proteins that protect the fungus and 
modulate the plant immune system or plant physiology. Understanding the function of 
candidate secreted effector proteins (CSEPs) and knowledge of interacting host 
molecules are crucial contributions to the development of new strategies for pest control 
and can accelerate breeding of Vna resistant cultivars. 
 
In this doctoral dissertation, VnaChtBP and VnaSSP4.2, two CSEPs of the fungus Vna 
were functionally analysed. The candidates were selected based on the results of AFLP 
analysis, proteomic studies, mutational analysis and bioinformatics identification of 
CSEPs (Cregeen in sod., 2015; Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 2016; Marton, 2018). 
Firstly, a number of freely accessible online bioinformatics tools were used to obtain 
initial information on the potential function and role in pathogenesis of selected CSEPs. 
Using confocal microscopy of the model plant Nb transiently expressing CSEPs fused 
with mRFP fluorescence protein, the in planta subcellular localization of both CSEPs 
was determined. Even though we tested 5 different approaches of agroinfiltration, the 
protocol could not be successfully transferred from the model plant to hops. Moreover, 
for both candidates a Y2H screening of cDNA library was used to study potential plant 
interactions. Since cDNA library from hops RNA samples was not available during the 
experimental phase of this study, an alternative potato cDNA library from the James 
Hutton Institute was used. In addition to screening for plant interactors, we used Y2H to 
verify the potential dimerization of CSEPs. VnaChtBP and VnaSSP4.2 recombinant 
proteins were required to carry out various biological tests and binding assays. Here we 
showed the optimization the expression of recombinant proteins VnaChtBP and 
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VnaSSP4.2 in the E. coli expression system and using these optimized conditions we 
produced purified recombinant proteins suitable for intendent biological tests and 
analyses. HR after the infiltration of recombinant proteins was monitored in the leaves 
of the model plant Nb, the alkalinization of the extracellular pH was monitored on hop 
leaves and N. tabacum suspension cells, and ROS accumulation in the A. thaliana 
suspension cell culture was monitored. Both recombinant proteins were also used to test 
the predicted binding ability to target molecules. Furthermore, the recombinant 
VnaChtBP protein was used in the hyphae protection assay. 
 
Using various online accessible bioinformatics tools, the VnaChtBP effector protein 
was predicted to be secreted and most likely localized in the plant apoplast. 
Bioinformatics tools predicted that VnaChtBP protein contains as many as 6 domains 
for the binding of chitin. Confocal microscopy revealed the in planta subcellular 
localization of VnaChtBP fused with mRFP as nucleo-cytosolic with partial exclusion 
from the nucleolus. Such non-specific localization is consistent with the predicted 
localization in apoplast as it usually occurs if the studied protein does not have any 
target molecules within the plant cell. Using the Y2H approach, we screened 1.2 x 10
6
 
potential interactors from the potato cDNA library and discovered 3 proper interactors, 
which, however, did not show relevance after a detailed review of the literature and 
additional studies. In order to perform biological tests and to check the ability of target 
molecule binding, a recombinant VnaChtBP protein was prepared by solubilization of 
the inclusion bodies of E. coli SHuffle. Although CD spectra measurements indicated 
improper folding of recombinant protein, target molecule binding tests were successful 
and we confirmed the predictions that VnaChtBP specifically binds chitin, but does not 
bind to cellulose or xylan. We have shown that a 3 μM concentration of VnaChtBP has 
a protective role against the degradation of T. viride hyphae with plant chitinases from 
xylem sap. Based on the literature, we suspected that VnaChtBP could form dimers, 
which we confirmed by Y2H. We assume that the interaction is stabilized when the 
chitin molecule joins the protein complex. The analysis of polymorphisms of nucleotide 
sequences of the VnaChtBP gene in 28 isolates of the fungus Vna and the corresponding 
genes of the 4 isolates of the fungus Va showed that the sequence has been preserved 
within the species and there are no major polymorphisms between Vna and Va genes. In 
addition to the binding of the VnaChtBP protein to chitin and its involvement in 
protecting hyphae from degradation with plant chitinases, we were also interested in the 
role of VnaChtBP in the PTI or ETI responses, which we have not been able to 
demonstrate in the model plants of Nb, N. tabacum and A. thaliana and in hops. With 
this doctoral dissertation we discovered the function and outlined the mechanism of 
action of the effector VnaChtBP, the first characterized protein of plant pathogens 
containing CBM18 domains. We assume that VnaChtBP binds to the fungal chitin cell 
wall, preventing the access of plant chitinases to the chitin in the fungal cell wall, and 
avoiding recognition of chitin by the plant receptors, thereby preventing the activation 
of the host PTI responses. 
 
In addition to the characterization of the VnaChtBP effector, this doctoral dissertation 
also focused on the characterization of the VnaSSP4.2 effector. The results of 
bioinformatics analyses were not as informative as in the case of the VnaChtBP 
effector. We found that VnaSSP4.2 is a secreted protein that is most likely not localized 
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into the plant apoplast. Outside of the genus Verticillium, VnaSSP4.2 has no 
homologues, nor does its amino acid sequence contain any known protein domains. An 
exception is the PS51257 profile (associated with lipid binding), identified by the 
ProSite bioinformatics tool. We expected that the knowledge of the in planta subcellular 
localization of the VnaSSP4.2 effector, could limit the set of biological processes in 
which the effector might be involved. Unfortunately, the established nucleo-cytosolic 
localization with partial exclusion from the nucleolus did not provide any new 
information. We also used the Y2H approach with potato cDNA library from the James 
Hutton Institute to find any potential plant interactor proteins of the VnaSSP4.2 
effector. Although we screened 1.2 x 10
6
 genes, we did not detect any potential 
interactors. To perform biological tests, the recombinant protein VnaSSP4.2 was 
isolated using FPLC from the soluble fraction of E. coli BL21 cells that were grown 
under conditions optimized for VnaSSP4.2 expression. During the recombinant protein 
preparation, dimeric form of VnaSSP4.2 was observed on some protein gels, but Y2H 
did not confirm the dimerization. Measuring the CD spectra of the recombinant protein 
VnaSSP4.2, we established that the protein is likely to be correctly folded, which was 
confirmed by positive lipid binding tests. Using lipid and sphingo strips, we have shown 
VnaSSP4.2 binds to cardiolipin, sulphate and PIP molecules: phosphatidylinositol 4-P, 
phosphatidylinositol-4,5-P2 and phosphatidylinositol-3,4,5-P3. Y2H approach did not 
reveal any protein interactors of the effector VnaSSP4.2, nonetheless it is well known 
that lipids are also an important participant in the plant-pathogen interactions 
(Luttgeharm in sod., 2016). Interestingly, the lipid molecules interacting with 
VnaSSP4.2 are commonly described as molecules that modulate the immune response. 
In addition to binding to target molecules, we were also interested in the role of 
VnaSSP4.2 as a potential trigger of the PTI or ETI responses in plants. We have not 
been able to prove recognition of VnaSSP4.2 with the plant immune system in the 
model plants of Nb, N. tabacum and A. thaliana, or in hop plants. In this doctoral 
dissertation, we outlined the possible function of the Vna effector VnaSSP4.2 and 
indicated new strategies for studying the Vna-hop pathosystem. In particular, it would 
be appropriate to study and validate the binding of VnaSSP4.2 to the identified target 
molecules more in detail, and to continue the work of monitoring the PTI and ETI 
responses using knock-out mutants of model plants lacking genes in the synthesis 
pathway of identified lipid interactors. 
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Seznam plazmidov tehnologije Gateway uporabljenih v doktorski disertaciji 
 
1. pDONR201 
Donorski vektor pDONR201 je komercialni vektor proizvajalca Invitrogen in omogoča 
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2. pH7RWG2 
Destinacijski vektor pH7RWG2 omogoča C-terminalno mRFP fuzijo k preučevanemu 
proteinu. Pripravljen je iz vektorja p*7FWG2 (Karimi in sod., 2002) in gena za mRFP 
protein, ki izvira od prof. Roger Y. Tsiena (Univerza v Kaliforniji). Vnos gena s 
tehnologijo Gateway omogoča prenos gena iz pDONR vektorja v pH7RWG2 vektor 
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3. pH7WGR2 
Destinacijski vektor pH7WGR2 omogoča N-terminalno mRFP fuzijo k preučevanemu 
proteinu. Pripravljen je iz vektorja p*7WGF2 (Karimi in sod., 2002) in gena za mRFP 
protein, ki izvira od prof. Roger Y. Tsiena (Univerza v Kaliforniji). Vnos gena s 
tehnologijo Gateway omogoča prenos gena iz pDONR vektorja v pH7WGR2 vektor 
preko LR reakcije. 
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4. pDEST22 
Destinacijski vektor pDEST22 je komercialni vektor proizvajalca Invitrogen in je 
namenjen izražanju rekombinantnega proteina (gal4AD:protein) v kvasovki S. 
cereviseae. Vnos gena s tehnologijo Gateway omogoča prenos gena iz pDONR vektorja 




Vir forografije: Invitrogen, 2005 
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5. pDEST32 
Destinacijski vektor pDEST32 je komercialni vektor proizvajalca Invitrogen in je 
namenjen izražanju rekombinantnega proteina (gal4BD:protein) v kvasovki S. 
cereviseae. Vnos gena s tehnologijo Gateway omogoča prenos gena iz pDONR vektorja 





Vir forografije: Invitrogen, 2005 
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Seznam ZO uporabljenih v doktorski disertaciji 
 

















































M13-FOR(-20) GTAAAACGACGGCCAG PCR na osnovi kolonije 
in sekvencirajne 
pDONR221 
M13-REV CAGGAAACAGCTATGAC PCR na osnovi kolonije 
in sekvencirajne 
pDONR221 
CBP_F  ATGCGTTTCTCCGCCGTTCTTA Gensko specifičen ZO 
za Vna8.213 
CBP_R TTAGGTGCAGATACCAAAGGCACGCT Gensko specifičen ZO 
za Vna8.213 
T7p TAATACGACTCACTATAGGG ZO za pomnoževanje 
insertov plazmida 
pGEM-T-Easy in 
plazmida pET32a  
»se nadaljuje« 
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ZO Nukleotidno zaporedje (5'  3') Namen 
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG ZO za pomnoževanje 
insertov pGEM-T-Easy 
plazmida 
T7t GCTAGTTATTGCTCAGCGG ZO za pomnoževanje 
insertov plazmida 
pET32a  
Prey-R AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC ZO za pomnoževanje 
insertov plazmidov 
pDEST22 in pDEST32  
Bait-F AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG ZO za pomnoževanje 
insertov plazmida 
pDEST32  
Prey-F TATAACGCGTTTGGAATCACT ZO za pomnoževanje 
insertov plazmida 
pDEST22  
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>VnaChtBP 5'3'Frame1 (383AK-ostankov) (brez signalnega zaporedja po 
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Seznam izolatov Vna in Va uporabljenih v tej doktorski disertaciji. 
Zaporedna številka Sev Vrsta* Gostiteljska rastlina 
1 P10 V .nonalfalfae hmelj 
4 P15 V. nonalfalfae hmelj 
5 P55 V. nonalfalfae hmelj 
6 P83 V. nonalfalfae hmelj 
7 6.99. V. nonalfalfae hmelj 
8 14/93 V. nonalfalfae hmelj 
9 15/98 V. nonalfalfae hmelj 
11 16/00 V. nonalfalfae hmelj 
12 T2 V. nonalfalfae hmelj 
19 MO3 V. nonalfalfae hmelj 
21 zup V. nonalfalfae hmelj 
22 Rec91 V. nonalfalfae hmelj 
23 KRES98 V. nonalfalfae hmelj 
25 1985a V. nonalfalfae hmelj 
30 11100 V. nonalfalfae hmelj 
31 1974 V. nonalfalfae hmelj 
35 298102 V. nonalfalfae hmelj 
36 11052 V. nonalfalfae hmelj 
37 1953 V. nonalfalfae hmelj 
39 298095 V. nonalfalfae hmelj 
40 Sol V. nonalfalfae hmelj 
41 CBS393.91 V. nonalfalfae hmelj 
44 11077 V. nonalfalfae rogovilček 
52 CBS321.91 V. nonalfalfae paradižnik 
54 AR0/140 V. nonalfalfae paradižnik 
56 PD83/53a V. nonalfalfae paradižnik 
57 PD2000/4186a V. nonalfalfae paradižnik 
62 314193 V. nonalfalfae krompir 
47 CBS241.82 V. alfalfae cigarovec 
59 41 V. alfalfae hmelj 
61 107 V. alfalfae detelja 
64 Kanada11 V. alfalfae detelja 
* Vrste so bile identificirane po Inderbitzin in sod. (Inderbitzin in sod., 2011) in analizi 
ITS regij (Jeseničnik, 2014). 
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Rezultati blast analiz za proteina VnaChtBP in VnaSSP4.2. Prikazani so zadetki z visoko (>70% pokritostjo) 
blastn zadetki za protein VnaChtBP 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium alfalfae Verticillium alfalfae VaMs.102 lectin partial mRNA XM_003001288.1 100% 97% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae VdLs.17 chromosome 6, complete 
sequence 
CP010985.1 74% 85% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae VdLs.17 lectin-B partial mRNA XM_009659605.1 74% 85% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae JR2 chromosome 8, complete sequence CP009081.1 74% 85% 
 
blastp zadetki za protein VnaChtBP 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium alfalfae Lectin [Verticillium alfalfae VaMs.102] XP_003001334.1  100% 97% 
Verticillium dahliae Hypothetical protein VD0001_g7025 [Verticillium dahliae] PNH69986.1  100% 79% 
Verticillium 
longisporum 
Hypothetical protein BN1708_012400 [Verticillium 
longisporum] 
CRK18590.1 99% 78% 
Verticillium dahliae Hypothetical protein VD0004_g7043 [Verticillium dahliae] PNH39873.1  100% 80% 
Verticillium dahliae lectin-B [Verticillium dahliae VdLs.17] XP_009657900.1  100% 80% 
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blastx zadetki za protein VnaChtBP 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium alfalfae Lectin [Verticillium alfalfae VaMs.102] XP_003001334.1  99% 97% 
Verticillium dahliae Hypothetical protein VD0001_g7025 [Verticillium dahliae] PNH69986.1  99% 75% 
Verticillium 
longisporum 
Hypothetical protein BN1708_012400 [Verticillium 
longisporum] 
CRK18590.1 83% 78% 
Verticillium dahliae Hypothetical protein VD0004_g7043 [Verticillium dahliae] PNH39873.1  83% 76% 
Verticillium dahliae lectin-B [Verticillium dahliae VdLs.17] XP_009657900.1  83% 75% 
 
tblastn zadetki za protein VnaChtBP 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium alfalfae Verticillium alfalfae VaMs.102 lectin partial mRNA XM_003001288.1 100% 65% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae VdLs.17 lectin-B partial mRNA XM_009659605.1 83% 67% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae JR2 chromosome 8, complete sequence CP009081.1 83% 67% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae VdLs.17 chromosome 6, complete 
sequence 
CP010985.1 83% 67% 
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blastn zadetki za protein VnaSSP4.2 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium 
nonalfalfae 
Verticillium nonalfalfae isolate Tab2 small secreted protein 
(SSP4.2) gene, complete cds 
KT981925.1 100% 100% 
Verticillium alfalfae Verticillium alfalfae VaMs.102 predicted protein partial 
mRNA 
XM_003005428.1 100% 96% 
 
blastp zadetki za protein VnaSSP4.2 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium 
nonalfalfae 
Small secreted protein [Verticillium nonalfalfae]  
AMQ49177.1 
100% 100% 
Verticillium alfalfae Predicted protein [Verticillium alfalfae VaMs.102] XP_003005474.1 100% 95% 
Verticillium dahliae Hypothetical protein VDAG_10515 [Verticillium dahliae 
VdLs.17] 
XP_009657927.1 97% 60% 
Verticillium 
longisporum 
Hypothetical protein BN1708_001343 [Verticillium 
longisporum] 
CRK35712.1 97% 59% 
 
blastx zadetki za protein VnaSSP4.2 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Enakost 
Verticillium 
nonalfalfae 
Small secreted protein [Verticillium nonalfalfae] AMQ49177.1 99% 100% 
Verticillium alfalfae Predicted protein [Verticillium alfalfae VaMs.102] XP_003005474.1 99% 95% 
Verticillium dahliae Hypothetical protein VDAG_10515 [Verticillium dahliae 
VdLs.17] 
XP_009657927.1 96% 60% 
Verticillium 
longisporum 
Hypothetical protein BN1708_001343 [Verticillium 
longisporum] 
CRK35712.1 96% 59% 
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tblastn zadetki za protein VnaSSP4.2 
Organizem Opis Akcesijska št. Pokritost Ident. 
Verticillium 
nonalfalfae 
Verticillium nonalfalfae isolate Tab2 small secreted protein 
(SSP4.2) gene, complete cds 
KT981925.1 100% 100% 
Verticillium alfalfae Verticillium alfalfae VaMs.102 predicted protein partial 
mRNA 
XM_003005428.1 100% 95% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae VdLs.17 hypothetical protein partial 
mRNA 
XM_009659632.1 97% 60% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae JR2 chromosome 3, complete sequence CP009077.1 97% 60% 
Verticillium dahliae Verticillium dahliae VdLs.17chromosome 1, complete 
sequence 
CP010980.1 97% 60% 
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Poravnava nukleotidnih zaporedij gena VnaChtBP za glivi Vna in Va 
 
CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment 
 
Vna: nukleotidno zaporedje VnaChtBP (MH325205) 
Va: nukleotidno zaporedje VaCBP (MH325206) 
P_Vna: aminokislinsko zaporedje Vna8.213 
Δ: AK zamenjava 
Podčrtano: SP 
Sivo: Domena za vezavo hitina (ChtBD1; PF00187) 
Okvir: AK zamenjave in zanje odgovorni nukleotidni polimorfizmi 
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